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Os Monogenoidea representam um diverso grupo de parasitos de peixes, amplamente 
distribuído no mundo. Gyrodactylidae van Beneden et H sse, 1863 inclui todas as espécies 
vivíparas conhecidas dessa classe. Nessa família, Gyrodactylus von Nordmann, 1832 é o gênero 
com maior número de espécies conhecidas, das quais algumas são consideradas uma séria 
ameaça à manutenção de populações de peixes (McVicar, 1997; Boeger et al., 2003; Bakke et 
al., 2002, 2007).  
A ampla diversificação de Gyrodactylus resulta da combinação de características 
biológicas (e.g. hiperviviparidade e curto tempo de geração) que contribuem para a conquista de 
novos hospedeiros e dispersão entre ambientes geográfic s distintos (Bakke et al., 2002; Cable e 
Harris, 2002; Morand et al., 2002; Boeger et al., 2003). 
Alguns estudos têm evidenciado que a interação coevolutiva entre parasitos e hospedeiros 
depende não apenas de fatores ecológicos e genéticos, mas também geográficos (Kaltz e 
Shykoff, 1998; Thompson, 1999; Gandon e Michalakis, 2002; Dybdahl e Storfer, 2003; 
Prugnolle et al., 2005). A estruturação geográfica define a diversidade de padrões ecológicos e a 
dinâmica de coevolução das espécies, promovendo a aaptação local das populações (Thompson, 
1999, 2005). Além disso, a estruturação geográfica é considerada um dos principais fatores 
determinantes da diversificação, adaptação local e composição de comunidades de parasitos 
(Poulin e Morand, 1999; Thompson, 1999; Gandon e Michalakis, 2002; Dybdahl e Storfer, 2003; 
Prugnolle et al., 2005; Nuismer, 2006). Embora o prcesso de diversificação de Gyrodactylus 
seja amplamente reconhecido (Morand et al., 2002; Ziętara e Lumme, 2002; Boeger et al., 2003; 
Meinilä et al., 2004; Bueno-Silva et al., 2011), pouc  se conhece sobre o papel da estruturação 
geográfica nesse contexto (Malmberg, 1970; Dmitrieva e Dimitrov, 2002; Meinilä et al., 2004). 
Na região Neotropical, são conhecidas cerca de 40 espécies de Gyrodactylidae, das quais 
aproximadamente 20 são de Gyrodactylus (Boeger et al., 2006; Kritsky et al., 2007; Cohen e 
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Kohn, 2008). No estado do Paraná (Brasil), são conhecidas quatro espécies de Gyrodactylus que 
compartilham espécies simpátricas de Callichthyidae (Popazoglo e Boeger, 2000; Bueno-Silva e 
Boeger, 2009). Essas espécies têm servido como modelo parasito-hospedeiro (Boeger et al., 
2005; Bueno-Silva et al., 2011) para testar hipóteses obre a diversificação e adaptação de 
espécies de Gyrodactylus (Boeger et al., 2003). De forma experimental (Boeger et al., 2005) e 
empírica (Bueno-Silva et al., 2011), esses estudos demonstraram que Gyrodactylus é capaz de 
explorar espécies distintas de hospedeiros em simpatria. Além disso, os resultados desses estudos 
corroboraram a hipótese de Boeger et al. (2003), de que a diversificação de Gyrodactylus está 
relacionada à conquista de um novo hospedeiro ou ambiente geográfico, o que poderia fornecer 
subsídios para compreender o papel da estruturação geográfica na relação parasito-hospedeiro e 
na diversidade genética e morfológica das populações. 
O estudo da relação parasito-hospedeiro é uma das principais formas de avaliar a 
adaptação local das espécies em ambientes geograficamente heterogêneos, já que o parasitismo é 
variável temporalmente e entre populações de hospedeiros (Thompson, 1999, 2005). De acordo 
com Thompson (1999), a variação espacial na interação parasito-hospedeiro é uma das maiores 
forças geradoras de diversidade biológica e contribui para seleção em mosaico (e.g. pressões 
seletivas atuando de forma diferenciada entre populações geograficamente isoladas). Os padrões 
de diferenciação genética em pequena escala espacial odem contribuir com informações sobre o 
modo de dispersão e dinâmica evolutiva de espécies parasitas. Como as interações coevolutivas 
podem ser altamente divergentes no espaço e tempo, é importante quantificar e comparar a 
variação filogeográfica de parasitos e hospedeiros em sua extensão geográfica (Huyse et al., 
2005). Partindo dessa premissa, esse estudo tem como objetivo avaliar a influência da 
estruturação geográfica na evolução molecular, diversidade morfológica e associação entre 
Gyrodactylus spp. e Scleromystax spp. em duas sub-bacias da bacia litorânea do estado do 
Paraná, Brasil. A escolha da área de estudo foi realizad  com base no pressuposto de que as 
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características topográficas e a história geomorfológica da região (Bigarella, 2001; Maack, 2001) 
poderiam contribuir para testar hipóteses de filogeografia e genética de populações.  
Com base em estudos sobre dinâmica coevolutiva parasito-hospedeiro (Thompson, 1999; 
Desdevises et al., 2002; Huyse et al., 2003; Nieberding et al., 2004; Huyse e Volckaert, 2005), o 
estudo propõe responder as seguintes perguntas: (i) A associação parasito-hospedeiro varia entre 
populações geograficamente isoladas? (ii) O isolamento geográfico das populações reflete a 
codivergência adaptativa de linhagens de parasitos e eus hospedeiros? (iii) O grau de 
diferenciação genética e morfológica está relacionad  ao isolamento geográfico das populações? 
(iv) A história demográfica das populações de parasitos é congruente com a de seus hospedeiros? 
De acordo com Page e Charleston (1998), a interação parasito-hospedeiro resulta de uma 
longa história coevolutiva das espécies. Em cada associação, uma espécie interage com outra em 
um nível de fidelidade dependente da frequência reltiva de quatro categorias de eventos: 
codivergência, duplicação, transferência horizontal e extinção. Com base nessas observações, é 
possível hipotetizar que: (i) a associação parasito-hospedeiro poderia diferir entre populações de 
regiões distintas se as condições locais favorecessm eventos de troca de hospedeiro; (ii) o baixo 
fluxo gênico entre populações geograficamente distantes contribuiria para eventos de 
codivergência adaptativa (e.g. linhagens de parasitos associados a hospedeiros locais); (iii) à 
medida que o isolamento geográfico reduz a probabilid de de fluxo gênico entre populações, 
esperaria-se que o grau de diversificação genética e morfológica seja proporcional à distância 
geográfica entre as populações; (iv) quanto mais ínt ma a relação parasito-hospedeiro (e.g. 
associação histórica), maior seria a probabilidade de que as espécies associadas apresentassem 
histórias demográficas congruentes entre si (e.g. coespeciação). 
O estudo foi dividido em três capítulos: 
 Capítulo I. Gene mitocondrial citocromo oxidase II: um potencial marcador 
molecular para código de barras genético de Gyrodactylidae vivíparos 
(Monogenoidea). Nesse capítulo, foram desenvolvidos oligonucleotíd s iniciadores 
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para amplificação e sequenciamento do gene mitocondrial citocromo oxidase II (COII) 
de espécies de Gyrodactylidae. Os resultados permitira  reconhecer a utilidade desse 
gene como um marcador molecular alternativo para código e barras genético e 
estudos filogenéticos com Gyrodactylidae vivíparos e, até mesmo, com espécies de 
várias outras famílias de Monogenoidea. 
 Capítulo II. Quatro espécies novas de Gyrodactylus (Gyrodactylidea: 
Gyrodactylidae) de Scleromystax spp. (Siluriformes: Callichthyidae) do sul do 
Brasil. Nesse capítulo, foram reconhecidas e descritas quatro novas espécies 
neotropicais de Gyrodactylus de duas espécies de peixes Siluriformes do sul do Brasil, 
Scleromystax macropterus (Regan, 1913) e Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard, 
1824). Duas dessas espécies parasitas (Gyrodactylus sp. n. 1 e Gyrodactylus sp. n. 2) 
ocorreram, em sua maioria, em S. macropterus, enquanto que Gyrodactylus sp. n. 3 
ocorreu principalmente em S. barbatus. Gyrodactylus sp. n. 4, porém, foi encontrada 
apenas em S. barbatus. O status taxonômico das espécies novas de Gyrodactylus foi 
confirmado com a ajuda de técnicas morfométricas e mol culares. 
 Capítulo III. Cofilogeografia: avaliando a estruturação geográfica, 
demografia histórica e associação entre espécies de Gyrodactylus (Monogenoidea: 
Gyrodactylidae) e hospedeiros Scleromystax (Siluriformes: Callichthyidae) no sul 
do Brasil. Nesse capítulo, foi avaliada a influência da estruturação geográfica na 
evolução molecular, diversidade morfológica e associação entre Gyrodactylus spp. e 
Scleromystax spp. em duas sub-bacias da bacia litorânea do estado do Paraná, Brasil. O 
conjunto de dados genéticos e morfométricos de populações de Scleromystax e 
Gyrodactylus revelou que a estruturação geográfica é um fator determinante da 
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RESUMO GERAL  
 
O objetivo principal desse estudo foi avaliar a influência da estruturação geográfica na 
evolução molecular, diversificação morfológica e associação entre Gyrodactylus spp. e 
Scleromystax spp. em sub-bacias litorâneas do estado do Paraná, Brasil. Assim, o estudo foi 
dividido em três capítulos. No primeiro capítulo, fi proposto um marcador molecular alternativo 
para estudos com espécies de Gyrodactylidae vivíparos. Gyrodactylidae representa uma família 
de ectoparasitos de peixes marinhos e dulcícolas amplamente distribuída. Embora a identificação 
desses parasitos seja baseada essencialmente na morfologia de estruturas esclerotizadas do 
háptor, tais estruturas podem apresentar variação na f rm  e tamanho em diferentes condições 
bióticas e abióticas, causando confusão taxonômica na delimitação das espécies. Parte desse 
problema tem sido resolvido com a ajuda de marcadores moleculares, especialmente os 
espaçadores internos transcritos 1 e 2 (ITS1–ITS2) e o gene mitocondrial citocromo oxidase I 
(coxI), que têm facilitado a identificação de espécies d Gyrodactylus von Nordmann, 1832. 
Porém, as diferenças interespecíficas em ITS são altamente variáveis, o que dificulta a 
delimitação de espécies baseada somente nesse marcador. Por outro lado, o marcador coxI tem 
demonstrado maior precisão na delimitação de espécies e linhagens de Gyrodactylus devido à 
acelerada taxa evolutiva do DNA mitocondrial. Contudo, os oligonucleotídeos iniciadores que 
amplificam coxI não funcionam adequadamente para algumas espécies de Gyrodactylus, 
aparentemente devido à variabilidade molecular interespecífica. Além disso, a amplificação de 
coxI pode se tornar difícil porque requer a combinação de vários iniciadores. Por essa razão, foi 
proposto um marcador molecular alternativo, o gene mitocondrial citocromo oxidase II (coxII), 
para estudos com espécies de Gyrodactylidae vivíparos. O sucesso de amplificação de amostras 
de Gyrodactylus com os iniciadores de coxII (n = 15) foi consideravelmente maior do que com 
os iniciadores disponíveis de coxI (n = 3) e resultou em 15 sequências de ótima qualidade (~560 
pb). O resultado da análise filogenética de Gyrodactylus spp., baseada em sequências de coxII, 
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corroborou a prévia identificação morfológica das espécies e apresentou valores de suporte de 
ramo entre 97–100%. O sucesso na amplificação de espéci  de outras famílias sugere que os 
iniciadores de coxII podem ser úteis, ainda, em estudos filogenéticos e populacionais de outros 
grupos de Monogenoidea. No segundo capítulo, foram descritas quatro novas espécies de 
Gyrodactylus da superfície corporal de duas espécies de Siluriformes (Callichthyidae) do sul do 
Brasil, Scleromystax macropterus (Regan, 1913) e Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard, 
1824). Foram usados dois conjuntos de técnicas, morfo étricas e moleculares, para subsidiar a 
proposta das novas espécies parasitas. Nove distâncias morfométricas de âncora e gancho foram 
avaliadas por análise discriminante e MANOVA. A análise morfométrica revelou diferenças 
significativas (P < 0,001) em oito medidas, as quais permitiram reconhecer quatro espécies 
novas de Gyrodactylus com 100% de precisão. Essas espécies podem ser distinguidas de outras 
espécies neotropicais de Gyrodactylus com base na morfologia de âncoras e ganchos. A análise 
molecular dos fragmentos de coxII e ITS1–ITS2 corroborou a identidade das novas espécies de 
Gyrodactylus. No terceiro capítulo, foi avaliada a influência destruturação geográfica na 
evolução molecular, diversificação morfológica e associação entre espécies de Gyrodactylus e 
Scleromystax. Espécimes adultos de S. macropterus e S. barbatus foram coletados em rios das 
sub-bacias da baía de Paranaguá e do rio Nhundiaquara. Foram coletados 313 espécimes de 
quatro espécies novas de Gyrodactylus. Nove distâncias morfométricas de parasitos e de 
hospedeiros foram analisadas. A análise desses dados revelou diferenças morfométricas 
significativas entre populações de hospedeiros (P < 0,001) e de parasitos (P < 0,001) entre 
diferentes rios e sub-bacias. Fragmentos de DNA nuclear e mitocondrial foram sequenciados 
para Gyrodactylus spp. (genes ZMP e coxII) e Scleromystax spp. (D-loop e gene SRP54). O 
relacionamento filogenético baseado nessas sequências de DNA forneceu suporte para linhagens 
de Gyrodactylus e Scleromystax, as quais refletiram a distribuição geográfica das populações. A 
análise da associação parasito-hospedeiro revelou a alta especificidade de Gyrodactylus spp., 
porém os resultados sugerem que variações locais na inter ção parasito-hospedeiro estão mais 
 xxv 
relacionadas com eventos de troca de hospedeiro do que com o isolamento geográfico das 
populações. A reconstrução das datas de divergência (relógio molecular) para espécies de 
Gyrodactylus e Scleromystax descartou a possibilidade de coespeciação parasito-hospedeiro. No 
entanto, a história demográfica de Gyrodactylus spp. e Scleromystax spp. sugere que retrações e 
expansões populacionais recentes estão associadas a flutu ções climáticas do Período 
Quaternário. Os dados genéticos e morfométricos de Scl romystax e Gyrodactylus sugerem, 
portanto, que a estruturação geográfica é um fator determinante da diversificação genética, 






















The objective of this study is to evaluate the influence of geographic structuring in the 
molecular evolution, morphological diversification a d association between Gyrodactylus spp. 
and Scleromystax spp. in sub-basins of the coastal state of Paraná, Brazil. Thus, the study was 
divided into three chapters. In the first chapter, we propose an alternative molecular marker for 
studies on Gyrodactylus (and other genera of viviparous Gyrodactylidae). Gyrodactylidae 
represents a family of ectoparasites found on freshwater and marine bony fishes worldwide. The 
identification of these parasites is mainly based on the morphology of haptoral sclerites. 
However, haptoral sclerites may show morphological variations in shape and size under different 
biotic and abiotic conditions, which could cause confusion in the taxonomic delimitation of 
species. The usage of molecular markers of DNA has solved part of this issue, especially the 
internal transcribed spacers 1 and 2 (ITS1–ITS2) and the mitochondrial cytochrome oxidase I 
gene (coxI), which have been useful on the identification of species of Gyrodactylus von 
Nordmann, 1832. However, differences in the ITS sequences are highly variable among species 
of Gyrodactylus and it is difficult to establish an unambiguous limit between species based only 
on ITS. On the other hand, the coxI has shown greater accuracy in the delimitation of species and 
lineages of Gyrodactylus because of the accelerated evolutionary rate of mitochondrial DNA. 
Nevertheless, the coxI primers do not work properly for some species of Gyrodactylus, 
apparently due to the interspecific molecular variability. In addition, the amplification of coxI 
could be difficult because it requires the combination of many primers. For that reason, we 
propose an alternative molecular marker, the mitochondrial cytochrome oxidase II gene (coxII), 
for studies on viviparous Gyrodactylidae. The success of DNA amplification of Gyrodactylus 
spp. with coxII primers was considerably greater than that performed with coxI primers. The 
amplification of coxII resulted in sequences of high quality (~560 bp). The p ylogenetic analysis 
of Gyrodactylus spp., based on sequences of c xII, confirmed the previous morphological 
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identification of the species and showed branch support values between 97–100%. The 
successful DNA amplification of species from other families suggests that the primers of c xII 
may be useful in phylogenetic and population studies of other groups of Monogenoidea. In the 
second chapter, we describe four new species of Gyrodactylus from the body surface of two 
species of Siluriformes (Callichthyidae) from southern Brazil, Scleromystax macropterus 
(Regan, 1913) and Scleromystax barbatus (Quoy and Gaimard, 1824). We used two sets of 
morphological and molecular techniques to support the proposal of new species of Gyrodactylus. 
Nine morphometric features of the anchors and hooks were measured and analysed by 
discriminant analysis and MANOVA. The morphometric analysis revealed significant 
differences (P < 0.001) in eight measurements, which allowed us to recognize four new species 
of Gyrodactylus with 100% accuracy. These species could be distinguished from other 
Neotropical species of Gyrodactylus by the morphology of anchors and hooks. The molecular 
analysis of sequences of coxII and ITS1–ITS2 confirmed the identity of the new species of 
Gyrodactylus. In the third chapter, we evaluate the influence of geographic structuring in the 
molecular evolution, morphological diversification and association between species of 
Gyrodactylus and Scleromystax. Adult specimens of S. macropterus e S. barbatus were collected 
from rivers of the sub-basins of Paranaguá Bay and the Nhundiaquara River. We collected 313 
specimens of four new species of Gyrodactylus. Nine morphometric features of parasites and 
hosts were analyzed. The data revealed significant morphometric differences for populations of 
hosts (P < 0.001) and parasites (P < 0.001) from different rivers and sub-basins. Fragments of 
nuclear and mitochondrial DNA were sequenced for Gy odactylus spp. (ZMP and coxII genes) 
and Scleromystax spp. (D-loop and SRP54 gene). The phylogenetic analysis based on these DNA 
sequences provided support for lineages of Gyrodactylus and Scleromystax, which reflected the 
geographical distribution of populations. The analysis of host-parasite association revealed the 
high specificity of Gyrodactylus spp. but the results suggest that local variations n the parasite-
host interaction are more related to host-switching events than to geographical isolation of 
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populations. Reconstruction of divergence dates (molecular clock) for species of Gyrodactylus 
and Scleromystax rejects the hypothesis of host-parasite cospeciation. However, the demographic 
history of Gyrodactylus spp. and Scleromystax spp. suggests that recent population expansions 
and declines are associated to climatic fluctuations of the Quaternary Period. Morphometric and 
genetic data of Gyrodactylus and Scleromystax suggest that the geographic structuring is a 





Gene mitocondrial citocromo oxidase II: um potencial marcador molecular para código 
de barras genético de Gyrodactylidae vivíparos (Monogenoidea) (*)  
 




Gyrodactylidae representa uma família de ectoparasitos de peixes marinhos e dulcícolas 
amplamente distribuída. A identificação desses parasitos é baseada essencialmente na 
morfologia de estruturas esclerotizadas do háptor. Entretanto, essas estruturas podem 
apresentar variação na forma e tamanho em diferentes condições bióticas e abióticas, 
causando confusão taxonômica na delimitação das espéci . Parte desse problema tem sido 
resolvido com a ajuda de marcadores moleculares, especialmente os espaçadores internos 
transcritos 1 e 2 (ITS1–ITS2) e o gene mitocondrial c tocromo oxidase I (coxI), que têm 
facilitado a identificação de espécies de Gyrodactylus von Nordmann, 1832. Porém, as 
diferenças interespecíficas em ITS são altamente variáveis, o que dificulta a delimitação de 
espécies baseada somente nesse marcador. Por outro lado, marcador coxI tem demonstrado 
maior precisão na delimitação de espécies e linhagens d  Gyrodactylus devido à acelerada 
taxa evolutiva do DNA mitocondrial. Contudo, os olig nucleotídeos iniciadores que 
amplificam coxI não funcionam adequadamente para algumas espécies de Gyrodactylus, 
aparentemente devido à variabilidade molecular interespecífica. Além disso, a amplificação 
de coxI pode se tornar difícil, pois requer a combinação de vários iniciadores em função da 
                                                
(*) Capítulo formatado de acordo com as normas de publicação da revista Folia Parasitologica. 
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alta variabilidade molecular no sítio de anelamento. Partindo da premissa que o DNA 
mitocondrial é um importante marcador para subsidiar a delimitação de espécies animais, 
propõe-se o gene citocromo oxidase II (coxII) como um marcador alternativo para estudos de 
Gyrodactylus (e outros gêneros de Gyrodactylidae vivíparos). O sucesso de amplificação de 
amostras de Gyrodactylus com os iniciadores de coxII (n = 15) foi consideravelmente maior 
do que com os iniciadores disponíveis de coxI (n = 3) e resultou em sequências de ótima 
qualidade (~560 pb). O resultado da análise filogenética de Gyrodactylus spp., baseada em 
sequências de coxII, corroborou a prévia identificação morfológica dasespécies e apresentou 
valores de suporte de ramo entre 97–100%. Os resultados revelaram que coxII é um potencial 
marcador molecular para estudos taxonômicos de Gyrodactylidae vivíparos podendo servir, 
ainda, de uma excelente região do DNA para estudos filogenéticos. O sucesso na amplificação 
de espécies de outras famílias sugere que os iniciadores de coxII podem ser úteis em estudos 
semelhantes de outros grupos de Monogenoidea. 
 




Mitochondrial cytochrome oxidase II gene: a potential molecular marker for DNA 
barcoding of viviparous Gyrodactylidae (Monogenoidea) 
Gyrodactylidae represents a family of ectoparasites found on freshwater and marine 
bony fishes worldwide. The identification of these parasites is mainly based on the 
morphology of haptoral sclerites. However, haptoral sc erites may show morphological 
variations in shape and size under different biotic and abiotic conditions, which could cause 
confusion in the taxonomic delimitation of species. The usage of molecular markers of DNA 
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has solved part of this issue, especially the internal transcribed spacers 1 and 2 (ITS1–ITS2) 
and the mitochondrial cytochrome oxidase I gene (coxI), which have been useful on the 
identification of species of Gyrodactylus von Nordmann, 1832. However, differences in the 
ITS sequences are highly variable among species of Gyrodactylus and it is difficult to 
establish an unambiguous limit between species based only on ITS. On the other hand, the 
coxI has shown greater accuracy in the delimitation of species and lineages of Gyrodactylus 
because of the accelerated evolutionary rate of mitochondrial DNA. Nevertheless, the coxI 
primers do not work properly for some species of Gyrodactylus, apparently due to the 
interspecific molecular variability. In addition, the amplification of coxI could be difficult 
because it requires the combination of many primers. As mitochondrial DNA is an important 
molecular marker for DNA barcoding of animal species, this study proposes the cytochrome 
oxidase II gene (coxII) as an alternative marker for studies on Gyrodactylus (and other genera 
of viviparous Gyrodactylidae). The success of DNA amplification of Gyrodactylus spp. with 
coxII primers was considerably greater than that performed with coxI primers. The 
amplification of coxII resulted in sequences of high quality (~560 bp). The p ylogenetic 
analysis of Gyrodactylus spp., based on sequences of coxII, confirmed the previous 
morphological identification of the species and showed branch support values between 97–
100%. The results revealed that coxII is a potential molecular marker for taxonomic studies of 
viviparous Gyrodactylidae. Moreover, the coxII may also be an excellent marker for 
phylogenetic and population studies. The successful DNA amplification of species from other 
families suggests that the primers of c xII may be useful in similar studies of other groups of 
Monogenoidea. 
 
Keywords: Gyrodactylus, coxII, DNA barcoding, Monogenoidea 
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Gyrodactylidae é uma família de ectoparasitos que ocorre principalmente em peixes 
marinhos e dulcícolas no mundo todo. As espécies ovíparas dessa família são restritas a 
peixes Siluriformes da América do Sul, enquanto que as spécies vivíparas são amplamente 
distribuídas e representam um dos táxons mais diversos de Monogenoidea, com mais de 450 
espécies descritas (Boeger et al. 2003, Bakke et al. 2007). A identificação dessas espécies é 
baseada essencialmente na morfologia de estruturas esclerotizadas do háptor (e.g. âncoras e 
ganchos). Entretanto, essas estruturas podem apresentar alta variação na forma e tamanho em 
diferentes condições bióticas e abióticas (Malmberg 1970, Mo 1991a, b, Harris 1998, Geets et 
al. 1999, Dmitrieva e Dimitrov 2002, Huyse e Volckaert 2002, Dávidová et al. 2005, Bueno-
Silva et al. 2011), o que pode causar confusão taxonômica na delimitação das espécies. Parte 
desse problema tem sido resolvido com a ajuda de marcadores moleculares de DNA, os quais 
têm sido amplamente usados em estudos de taxonomia, ecologia e filogenia de 
Gyrodactylidae vivíparos (Harris 1998, Huyse e Volckaert 2002, Cunningham e Mo 1997, 
Matejusová et al. 2001, Ziętara e Lumme 2002, 2003, Huyse et al. 2003, Meinilä et al. 2004, 
Hansen et al. 2007). 
Algumas espécies de Gyrodactylus são altamente virulentas (e.g. Gyrodactylus salaris 
Malmberg, 1957) para populações de peixes na naturez  e m cativeiro e isso tem estimulado 
o desenvolvimento de marcadores moleculares que facilitem a distinção entre parasitos 
patogênicos e não patogênicos (Cunningham et al. 1995a, b, Cunningham e Mo 1997). 
Embora marcadores moleculares de rDNA nuclear (e.g. espaçador interno transcrito 1 (ITS1)– 
ITS2) tenham contribuído na diferenciação de espécies de Gyrodactylus (Cunningham et al. 
1995b, Cunningham 1997), as diferenças interespecíficas altamente variáveis em ITS1–ITS2 
(entre 1,5% e 29%) dificultam a delimitação de espécies de Gyrodactylus baseada somente 
nesse marcador molecular (sensu Ziętara e Lumme 2002). Por outro lado, marcadores 
moleculares de DNA mitocondrial (mtDNA), tais como o gene citocromo oxidase I (coxI), 
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tem demonstrado maior precisão na delimitação de espécies e linhagens de Gyrodactylus 
(Huyse e Volckaert 2002, Huyse et al. 2003, Meinilä et al. 2004, Hansen et al. 2007, Bueno-
Silva et al. 2011). O mtDNA apresenta um extensivo polimorfismo intraespecífico e, 
geralmente, evolui mais rápido que o DNA nuclear (Avise 2000), o que torna o gene coxI um 
dos principais marcadores moleculares para estudos filogenéticos de espécies animais (Hebert 
et al. 2003). Porém, os oligonucleotídeos iniciadores que amplificam coxI não funcionam 
adequadamente para algumas espécies de Gyrodactylus, aparentemente devido à variabilidade 
molecular interespecífica (Meinilä et al. 2002). Além disso, a amplificação de coxI pode se 
tornar difícil porque requer, na maioria das vezes, a combinação de vários oligonucleotídeos 
iniciadores em função da alta variabilidade molecular no sítio de anelamento (sensu Meinilä 
et al. 2002, Hansen et al. 2003). Partindo da premissa que o mtDNA é um importante 
marcador molecular para detectar espécies e linhages evolutivas de Gyrodactylus (Meinilä et 
al. 2002, 2004, Hansen et al. 2003, 2007, Huyse et al. 2003, Bueno-Silva et al. 2011), o 
objetivo desse estudo é desenvolver oligonucleotídes iniciadores para amplificação do gene 
citocromo oxidase II (coxII) e avaliar sua utilidade como marcador molecular alte nativo para 
código de barras genético e estudos filogenéticos com Gyrodactylidae vivíparos. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Os peixes hospedeiros foram coletados em riachos no estado do Paraná (25º22’13”S, 
48º25’55”W; 25º50’54”S, 49º43’38”W; 25º29’59”S, 49º02’40”W; 25º36’16”S, 49º07’42”W) 
e de São Paulo (22º06’10”S, 47º44’36”W), Brasil (Fig. 1). O Instituto Brasileiro do Meio 
Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) concedeu as licenças para coleta de 
material biológico (nº 087/2004 e nº 11617/2008). Foram coletadas sete espécies de 
hospedeiros: Corydoras paleatus (Jenyns), Corydoras ehrhardti Steindachner, Gymnotus 
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carapo Linnaeus, Hisonotus sp., Pareiorhaphis parmula Pereira, Plagioscion squamosissimus 
(Heckel) e Genidens genidens (Cuvier). Os peixes foram coletados com auxílio de pesca 
elétrica ou obtidos com pescadores profissionais e, em seguida, acondicionados em 
recipientes contendo água aquecida (60ºC) e agitados vigorosamente, de acordo com a 
metodologia de Bueno-Silva e Boeger (2009). As amostras foram fixadas com etanol 95% e 
mantidas a −20ºC. Os parasitos foram coletados dessas amostras com auxílio de um 
estereomicroscópio. O háptor e a região anterior do corpo de cada parasito foram separados 
do tronco e montados em lâmina com meio de Hoyer para identificação posterior. O tronco 
foi usado para extração e análise de DNA. 
Dois pares de oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados com o auxílio do 
programa Primer Premier 5.0 (Premier Biosoft International) a partir do alinhamento de 
sequências de coxII de Monogenoidea disponíveis no GenBank: Gyrodactylus derjavinoides 
Malmberg, Collins, Cunningham e Jalali, 2007 (nº. de acesso EU293891), Gyrodactylus 
thymalli Žitňan, 1960 (EF527269), G. salaris (DQ988931), Microcotyle sebastis Goto, 1894 
(DQ412044) e Benedenia seriolae (Yamaguti, 1934) (HM222526.1). Quatro iniciadores, 
sendo três deles degenerados, foram desenhados dessa maneira: COX2F (5’-
TACAYAYCGCCCGTCAAYYTCG-3’), COX2F2 (5’-TTTCACTGAGATAA-
GTCGTAAC-3’), COX2R (5’-AATAMWKATWGGCATRWAAGARTG-3’) e COX2R2 
(5’-TTACCGCTTCCYTGAACACG-3’). 
Para testar a eficiência desses iniciadores, foram examinadas duas espécies de peixes 
hospedeiros (Siluriformes: Callichthyidae), as quais são conhecidas por abrigar até quatro 
espécies de Gyrodactylus (Popazoglo e Boeger 2000, Bueno-Silva e Boeger 2009). Esse teste 
comparou a habilidade de amplificação dos genes coxI e coxII para as espécies de parasitos 
amostrados e permitiu avaliar a eficiência dos fragmentos amplificados de coxII na 
discriminação de espécies determinadas morfologicamente. 
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O DNA total foi extraído com auxílio do kit de extração de tecido DNeasy (Qiagen), 
seguindo o protocolo do fabricante, com exceção da eluição final que foi realizada com 50 µl. 
A reação em cadeia da polimerase (PCR) para amplificação de coxII continha 3 µl de amostra 
de DNA (10–30 ng), 0,4 mM dNTP, 3 mM MgCl2, 1 U Taq Platinum (Invitrogen), PCR-
buffer (1X), 0,4 pmoles de cada oligonucleotídeo iniciador e água autoclavada até completar 
volume final de 25 µl. As condições da PCR dessa amplificação foram otimizadas da seguinte 
maneira: 5 min a 95ºC, seguidos de 40 ciclos de 30 s a 94ºC, 45 s a 42–50ºC, 45 s a 72ºC e 
extensão final de 4 min a 72ºC. Três combinações de iniciadores (COX2F−COX2R, 
COX2F2−COX2R2 e COX2F−COX2R2) foram usadas para a amplificação de coxII.  
As mesmas amostras de DNA amplificadas com os iniciadores de coxII foram usadas 
para amplificar um fragmento do gene coxI para fins de comparação (Figs. 2−4). Duas 
combinações de iniciadores (ZMO1−HB e LB−HB) (Meinilä et al. 2002, Hansen et al. 2003) 
foram usadas para amplificar um fragmento de coxI, pois esses iniciadores já funcionaram 
com espécies neotropicais de Gyrodactylus (Bueno-Silva et al. 2011). A eficiência de 
amplificação de coxI foi testada em soluções de PCR com diferentes concentrações de DNA 
(15–40 ng), dNTP (0,4–0,5 mM), MgCl2 (3–4 mM), Taq polimerase (1–2 U) e iniciadores 
(0,4–1 pmoles). A solução de PCR que apresentou o melhor resultado de amplificação 
continha 5 µl de amostra de DNA (~25 ng), 0,5 mM dNTP, 4 mM MgCl2, 1 U Taq Platinum 
(Invitrogen), PCR-buffer (1X), 0,5 pmoles de cada oligonucleotídeo iniciador e água 
autoclavada até completar volume final de 25 µl. Essas concentrações de reagentes foram 
mantidas, portanto, como padrão para as amplificações com coxI. As condições da PCR foram 
otimizadas com base no protocolo de Meinilä et al. (2002): 5 min a 95ºC, seguidos de 40 
ciclos de 1 min a 94ºC, 1 min a 45ºC, 2 min a 74ºC e finalmente 7 min a 74ºC. Os produtos da 
PCR de coxI não foram sequenciados por causa da amplificação de bandas inespecíficas. 
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Os produtos da PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e 
purificados com kit MinElute (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. A reação de 
sequenciamento foi realizada com BigDye 3.1 e analisada em um sequenciador ABI 3130 
(Applied Biosystems). 
A análise filogenética baseada no gene coxII foi realizada com 18 espécies de sete 
famílias de Monogenoidea (Tabela 1). Quatro sequências de coxII de Monogenoidea 
disponíveis no GenBank foram usadas nessa análise: Benedenia hoshinai Ogawa, 1984 
(EF055880.1), B. seriolae (HM222526.1), Neobenedenia sp. (HM222535.1) e M. sebastis 
(DQ412044.1). 
As sequências de DNA foram editadas com os programas Staden Package 1.7 (Bonfield 
et al. 1995) e BioEdit 7.0.9 (Hall 1999) e alinhadas com o programa MUSCLE 3.7 (Edgar 
2004) implementado no portal CIPRES 3.1 (Miller et al. 2009). Uma sequência de coxII de 
Udonella sp. foi usada como grupo externo na análise filogenética. A escolha do grupo 
externo (Udonellidae) foi baseada no relacionamento fil genético de famílias de 
Monogenoidea (Boeger e Kritsky 2001). O relacionamento filogenético baseado nas 
sequências de coxII foi inferido pelo método de “neighbor-joining” (BIONJ) implementado 
no programa PAUP 4.0b10 (Swofford 2001), usando a interface do programa PaupUp 
(Calendini e Martin 2005). O suporte de ramo foi obt do por “bootstrap” (100.000 repetições). 
O programa jModelTest 1.1 (Posada 2008) foi usado para selecionar o modelo mais 
apropriado de evolução molecular (GTR+I+Ί). As filogenias foram visualizadas e editadas 
com o programa Dendroscope 2.7.4 (Huson 2007). A divergência nucleotídica entre as 
espécies foi calculada com base na proporção de sítios variáveis (“p-distance”) usando o 




RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
O sucesso de amplificação de amostras de Gyrodactylus com os oligonucleotídeos 
iniciadores de coxII (n = 15) foi consideravelmente maior do que com os de coxI (n = 3) 
(Figs. 2−4). Os iniciadores de coxI amplificaram esse fragmento apenas para poucos 
espécimes (n = 3); para a maioria das amostras (n = 27), entretanto, não houve amplificação 
ou a amplificação gerou produtos inespecíficos (veja Figs. 2, 3). Os iniciadores de coxII 
amplificaram em todas as amostras de Gyrodactylus (Fig. 4) e resultaram em sequências de 
ótima qualidade de 564 pb, que foram depositadas no GenBank (GU131195−GU131205). 
Uma única combinação de iniciadores de coxII (COX2F−COX2R) foi suficiente para 
amplificar e sequenciar as amostras de Gyrodactylus. Ocasionalmente, os iniciadores de coxII 
podem falhar na amplificação de DNA, porém isso pode ser resolvido com um ajuste na 
temperatura de anelamento da PCR. 
A análise filogenética das sequências de coxII (Fig. 5) revelou o potencial desse 
fragmento como um importante marcador para código de barras genético de espécies de 
Gyrodactylus e, possivelmente, de outros Monogenoidea, incluindo espécies de 
Oligonchoinea (Microcotylidae, Bicotylophoridae e Macrovalvitrematidae) e Polyonchoinea 
(Udonellidae, Capsalidae, Diplectanidae e Gyrodactylidae ovíparos). Todos os clados de 
espécies de Gyrodactylus coincidiram com a prévia identificação morfológica e presentaram 
valores de suporte de ramo variando entre 97−100%. A divergência nucleotídica, i.e. a 
porcentagem de diferenças na composição de nucleotídeos, entre as espécies de 
Monogenoidea variou entre 11 e 53% (Tabela 2). 
O tamanho do fragmento de coxII variou entre as espécies de Monogenoidea (426−642 
pb). Também houve variação quanto ao códon inicial: todos os Gyrodactylus apresentaram 
códon inicial TTG, enquanto que as outras espécies códon inicial ATG. A maioria das 
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espécies apresentou códon de parada TAA, com exceção de M. sebastis e B. seriolae, que 
possuem códon de parada TAG. 
Concluindo, os pares de oligonucleotídeos iniciadores propostos nesse estudo proveram 
amplificações consistentes dos espécimes de parasitos e o fragmento apresentou grande 
potencial para reconhecer clados de espécies de Gyrodactylus. Além disso, o sucesso de 
amplificação com os iniciadores de coxII foi consideravelmente maior do que com os de coxI. 
Portanto, o gene coxII é proposto como um marcador molecular alternativo para código de 
barras genético de Gyrodactylidae vivíparos. Esse fragmento poderá ser útil em estudos 
filogenéticos e filogeográficos dessa linhagem de parasitos. A aplicação dos iniciadores de 
coxII pode ainda ser maior do que reconhecido nesse estudo, pois eles foram eficientes na 
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Legenda das Figuras 
 
Figura 1. Imagem de satélite do estado do Paraná e estado de São Paulo, mostrando a área de 
estudo. Os números correspondem aos locais de coleta: ponto (1) (25º22’13”S, 48º25’55”W), 
município de Paranaguá; ponto (2) (25º50’54”S, 49º43’38”W), município de Lapa; ponto (3) 
(25º29’59”S, 49º02’40”W) e ponto (4) (25º36’16”S, 49º07’42”W), município de Curitiba; 
ponto (5) (22º06’10”S, 47º44’36”W), município de São Carlos. Fonte do mapa: Google Maps 
(http://maps.google.com.br).  
 
Figs. 2−4. Produtos de PCR obtidos com os oligonucleotídeos iniciadores de coxI e coxII para 
espécimes de Gyrodactylus. Fig. 2. Amostras amplificadas com o par de iniciadores 
ZMO1−HB (gene coxI). Fig. 3. Amostras amplificadas com o par de iniciadores LB−H  
(gene coxI). Fig. 4. Amostras amplificadas com o par de iniciadores COX2F−COX2R (gene 
coxII). L = “ladder” (marcador para estimar tamanho do fragmento de DNA); 1 = 
Gyrodactylus samirae Popazoglo e Boeger, 2000 (GU131200); 2–10 = Gyrodactylus corydori 
Bueno-Silva e Boeger, 2009 (GU131195-GU131199); 11–15 = Gyrodactylus superbus 
(Szidat, 1973) (GU131201-GU131205); cn = controle negativo.  
 
Fig. 5. Dendograma da análise de “neighbor-joining” das sequências de coxII de 18 espécies 
de sete famílias de Monogenoidea. Udonella sp. foi usada como grupo externo. São 















































































Tabela 1. Lista de espécies usadas na inferência filogenética de 
Monogenoidea com base no gene mitocondrial citocromo oxidase II 
(coxII).  
Espécie Família 
Udonella sp. Udonellidae 
Neobenedenia sp. (1) 
Benedenia sp. 
Benedenia seriolae (Yamaguti, 1934) (2) 
Benedenia hoshinai Ogawa, 1984 (3) 
Capsalidae 
Aetholebes goldiensis Diplectanidae 
Aglaiogyrodactylus calamus Kritsky, Vianna e Boeger, 2007 
Aglaiogyrodactylus ctenistus Kritsky, Vianna e Boeger, 2007 
Aglaiogyrodactylus conei Kritsky, Vianna e Boeger, 2007 
Gyrodactylus corydori Bueno-Silva e Boeger, 2009 
Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo e Boeger, 2000 
Gyrodactylus superbus (Szidat, 1973) 
Gyrodactylus samirae Popazoglo e Boeger, 2000 
Gyrodactylidae 
Pseudobicotylophora sp. Bicotylophoridae 
Neopterinotrematoides avaginata Suriano, 1975 Macrovalvitrematidae 
Microcotyle sebastis Goto, 1894 (4) 
Microcotyle sp. 1 
Microcotyle sp. 2 
Microcotylidae 
(1) e (2) Sequências do GenBank (HM222535.1; HM222526.1) de Perkins et al. (2010); 
(3) Sequência do GenBank não publicada (EF055880.1); 
(4) Sequência do GenBank (DQ412044.1) de Park et al. (2007); 
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Tabela 2. Divergência nucleotídica entre espécies de Monogenoid a com base no gene mitocondrial citocromo oxidase II (coxII) (em 
proporção de sítios variáveis). 
  Espécie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
1 Udonella sp. -                 
2 Pseudobicotylophora sp. 
0,34 
-                
3 Microcotyle sp. 1 
0,39 0,37 
-               
4 Microcotyle sp. 2 
0,50 0,48 0,49 
-              
5 Microcotyle sebastis  
0,43 0,35 0,41 0,43 
-             
6 Pterinotrematoides avaginata  
0,39 0,39 0,49 0,49 0,45 
-            
7 Aetholebes goldiensis 
0,26 0,44 0,47 0,43 0,47 0,41 
-           
8 Benedenia hoshinai 
0,36 0,41 0,51 0,48 0,50 0,43 0,28 
-          
9 Benedenia seriolae 
0,34 0,43 0,51 0,45 0,47 0,42 0,32 0,20 
-         
10 Benedenia sp. 
0,36 0,45 0,49 0,49 0,53 0,46 0,31 0,27 0,29 
-        
11 Neobenedenia sp. 
0,34 0,41 0,45 0,45 0,45 0,41 0,26 0,30 0,34 0,26 
-       
12 Aglaiogyrodactylus calamus 
0,39 0,42 0,49 0,49 0,52 0,48 0,42 0,40 0,36 0,37 0,38 
-      
13 Aglaiogyrodactylus conei 
0,34 0,42 0,49 0,47 0,48 0,44 0,37 0,35 0,33 0,38 0,37 0,31 
-     
14 Aglaiogyrodactylus ctenistus 
0,36 0,41 0,49 0,49 0,50 0,49 0,35 0,37 0,36 0,40 0,38 0,31 0,16 
-    
15 Gyrodactylus samirae 
0,28 0,33 0,45 0,45 0,39 0,36 0,30 0,32 0,33 0,35 0,30 0,37 0,35 0,39 
-   
16 Gyrodactylus superbus 
0,30 0,35 0,41 0,39 0,43 0,41 0,31 0,32 0,39 0,33 0,32 0,42 0,36 0,41 0,18 
-  
17 Gyrodactylus anisopharynx 
0,30 0,34 0,41 0,39 0,41 0,39 0,30 0,31 0,31 0,34 0,31 0,41 0,36 0,40 0,14 0,16 
- 
18 Gyrodactylus corydori 





Quatro espécies novas de Gyrodactylus (Gyrodactylidea: Gyrodactylidae) de 
Scleromystax spp. (Siluriformes: Callichthyidae) do sul do Brasil (*)  
 




Quatro novas espécies de Gyrodactylus von Nordmann, 1832 são descritas da superfície 
corporal de duas espécies de Siluriformes (Callichthyidae) do sul do Brasil. Os peixes 
hospedeiros foram coletados em rios das sub-bacias da baía de Paranaguá e do rio 
Nhundiaquara, litoral do estado do Paraná, Brasil. Foram coletados 313 espécimes de 
Gyrodactylus em duas espécies hospedeiras, Scleromystax macropterus (Regan) e 
Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard). Foram usados dois conjuntos de técnicas, 
morfométricas e moleculares, para subsidiar a proposta das novas espécies parasitas. Nove 
distâncias morfométricas de âncora e gancho foram avaliadas por análise discriminante e 
MANOVA. A análise morfométrica revelou diferenças significativas (P < 0,001) em oito 
medidas, as quais permitiram reconhecer quatro espéci s novas de Gyrodactylus com 100% 
de precisão. Essas espécies podem ser distinguidas de outras de Gyrodactylus neotropicais 
com base na morfologia de âncoras e ganchos. Gyrodactylus sp. n. 1 distingue-se de outras 
espécies pelo gancho (com lâmina e ponta ligeiramente curvada; lâmina com porção proximal 
reta; calcanhar convexo; plataforma convexa; bico pontiagudo, com porção inferior 
suavemente deprimida) e âncora (com raiz superficial robusta). Gyrodactylus sp. n. 2 
                                                
(*) Capítulo formatado de acordo com as normas de publicação da revista Folia Parasitologica. 
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distingue-se pelo gancho (com lâmina ligeiramente curvada; calcanhar reto; plataforma reta; 
bico pontiagudo, com porção inferior reta) e âncora (com raiz superficial alongada). 
Gyrodactylus sp. n. 3 distingue-se pelo gancho (com lâmina e ponta ligeiramente curvada; 
calcanhar convexo; plataforma convexa; bico pontiagudo, com porção inferior reta) e âncora 
(com raiz superficial curvada na porção distal). Gyrodactylus sp. n. 4 distingue-se pelo 
gancho (com lâmina e ponta ligeiramente curvada; calcanhar convexo; plataforma convexa; 
bico convexo, com porção inferior suavemente deprimida) e âncora (com raiz superficial 
curta; raiz profunda bastante desenvolvida). A análise de “neighbor-joining” dos fragmentos 
de coxII (mtDNA) e ITS1–ITS2 (rDNA nuclear) corroborou a identidade das novas espécies 
de Gyrodactylus. 
 




Four new species of Gyrodactylus (Gyrodactylidea: Gyrodactylidae) of Scleromystax spp. 
(Siluriformes: Callichthyidae) from southern Brazil  
Four new species of Gyrodactylus von Nordmann, 1832 are described from the body 
surface of two species of Siluriformes (Callichthyidae) from southern Brazil. Fish hosts were 
collected from coastal rivers of the Bay of Paranaguá, State of Paraná, Brazil. A total of 313 
specimens of Gyrodactylus were found in two host species, Scleromystax macropterus 
(Regan) and Scleromystax barbatus (Quoy and Gaimard). We used two sets of morphological 
and molecular techniques to support the proposal of new species of Gyrodactylus. Nine 
morphometric features of the anchors and hooks werem asured and analysed by discriminant 
analysis and MANOVA. The morphometric analysis revealed significant differences (P < 
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0.001) in eight measurements, which allowed us to recognize four new species of 
Gyrodactylus with 100% accuracy. These species could be distinguished from other 
Neotropical species of Gyrodactylus by the morphology of anchors and hooks. Gyrodactylus 
sp. n. 1 can be distinguished from other species by morphology of the hook (with shaft and 
point recurved; proximal shaft straight; heel convex; shelf convex; toe concave, pointed, 
depressed), and anchor (with superficial root robust). Gyrodactylus sp. n. 2 can be 
distinguished by the hook (with shaft recurved; heel straight; shelf straight; toe pointed), and 
anchor (with superficial root elongate). Gyrodactylus sp. n. 3 can be distinguished by the 
hook (with shaft and point recurved; heel convex; shelf convex; toe pointed), and anchor 
(with distal superficial root recurved). Gyrodactylus sp. n. 4 can be distinguished by the hook 
(with shaft and point recurved; heel convex; shelf convex; toe convex, depressed), and anchor 
(with superficial root short; deep root very developed). The neighbor-joining analysis of 
sequences of coxII (mtDNA) and ITS1–ITS2 (nuclear rDNA) confirmed the identity of the 
new species of Gyrodactylus. 
 
Keywords: Gyrodactylus, morphometry, Scleromystax, taxonomy, coxII, ITS 
 25 
Os Monogenoidea representam um diverso grupo de parasitos de peixes, amplamente 
distribuído no mundo. Gyrodactylidae van Beneden et Hesse, 1863 inclui todas as espécies 
vivíparas conhecidas dessa classe. Nessa família, Gyrodactylus von Nordmann, 1832 é o 
gênero com maior número de espécies conhecidas, das quais algumas são consideradas uma 
séria ameaça à manutenção de populações de peixes na natureza e em cativeiro (McVicar 
1997, Boeger et al. 2003, Bakke et al. 2007). 
Na Região Neotropical são conhecidas cerca de 40 espéci  de Gyrodactylidae, das 
quais, aproximadamente, 20 são de Gyrodactylus (Boeger et al. 2006, Kritsky et al. 2007, 
Cohen e Kohn 2008). Nesse capítulo, quatro novas espécies neotropicais de Gyrodactylus são 
descritas para duas espécies simpátricas de peixes S luriformes (Callichthyidae) da bacia 
litorânea do estado do Paraná, Brasil: Scleromystax macropterus (Regan) e Scleromystax 
barbatus (Quoy e Gaimard). 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Espécimes adultos de S. macropterus e S. barbatus foram coletados em rios das sub-
bacias da baía de Paranaguá e do rio Nhundiaquara (Fig. 1), litoral do estado do Paraná, Brasil 
(licença do IBAMA nº. 11617/2008). Scleromystax macropterus foi coletado na sub-bacia da 
baía de Paranaguá (n = 34), no rio Fortuna (25º39’54”S, 48º31’05”W), município de Pontal 
do Paraná. Scleromystax barbatus foi coletado na sub-bacia da baía de Paranaguá (n = 63), no 
rio Ribeirão (25º36’02”S, 48º37’19”W), município de Paranaguá, e no rio Fortuna 
(25º39’54”S, 48º31’05”W), em Pontal do Paraná; e na sub-bacia do rio Nhundiaquara (n = 
44), no rio do Pinto (25º30’50”S, 48º50’34”W) e no ri Marumbi (25º30’54”S, 48º52’03”W), 
município de Morretes. O método de coleta dos parasitos foi o mesmo de Bueno-Silva e 
Boeger (2009): os peixes hospedeiros foram coletados com auxílio de pesca elétrica e puçá, e 
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em seguida foram acondicionados em recipientes contendo água aquecida a 60ºC e agitados 
vigorosamente. As amostras foram fixadas em etanol 95% (para análise molecular) ou 
formalina 5% (para análise morfológica). As amostras fixadas em etanol foram armazenadas a 
−20ºC. Dois conjuntos de técnicas moleculares e morfo étricas foram usados para confirmar 
a identificação das espécies de Gyrodactylus. O háptor de cada parasito foi separado do tronco 
e montado em lâmina com meio de Hoyer, para identificação morfológica. O tronco foi usado 
para extração de DNA. 
O estudo molecular foi conduzido com dois marcadores de DNA: um de mtDNA (coxII) 
e um de rDNA nuclear (ITS1–ITS2). O DNA total foi extraído com auxílio do kit de extração 
de tecido DNeasy (Qiagen). A amplificação do gene coxII foi realizada com os 
oligonucleotídeos iniciadores propostos por Bueno-Silva (capítulo I): COX2F (5’-
TACAYAYCGC-CCGTCAAYYTCG-3’) e COX2R (5’-AATAMWKATWGG-
CATRWAAGARTG-3’). A reação em cadeia da polimerase (PCR) para amplificação do gene 
coxII continha 3 µl de amostra de DNA (10–30 ng), 0,4 mMdNTP, 3 mM MgCl2, 1 U Taq 
Platinum (Invitrogen), PCR–buffer (1X), 0,4 pmoles de cada oligonucleotídeo iniciador e 
água autoclavada até completar volume final de 25 µl. As condições da PCR nessa 
amplificação foram as seguintes: 5 min a 95ºC, seguidos de 40 ciclos de 30 s a 94ºC, 45 s a 
42–50ºC, 45 s a 72ºC e extensão final de 4 min a 72ºC. 
A amplificação de ITS1–ITS2 foi realizada com os iniciadores de Ziętara et al. (2000): 
ITS1 (5’-TTTCCGTAGGTGAACCT-3’) e ITS2 (5’-GGTAATCA-CGCTTGAATC-3’). A 
PCR para amplificação de ITS continha 3 µl de amostra de DNA, 0,4 mM dNTP, 3 mM 
MgCl2, 1 U Taq Platinum (Invitrogen), PCR–buffer (1X), 0,5 pmoles de cada iniciador e água 
autoclavada até completar volume final de 25 µl. As condições da PCR nessa amplificação 
foram as seguintes: 5 min a 95ºC, seguidos de 40 ciclos de 1 min a 95ºC, 45 s a 50ºC, 1 min a 
72ºC e extensão final de 5 min a 72ºC. 
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Os produtos da PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e 
purificados com kit MinElute (Qiagen). A reação de s quenciamento foi realizada com 
BigDye 3.1 e analisada em um sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems). 
As sequências de DNA foram editadas com os programas Staden Package 1.7 (Bonfield 
et al. 1995) e BioEdit 7.0.9 (Hall 1999) e alinhadas com o programa MUSCLE 3.7 (Edgar 
2004) implementado no portal CIPRES 3.1 (Miller et al. 2009). Uma sequência de coxII de 
Gyrodactylus corydori Bueno-Silva e Boeger, 2009 e uma sequência de ITS1–2 de 
Gyrodactylus anisopharynx Popazoglo e Boeger, 2000 foram usadas como grupo externo nas 
análises filogenéticas. A aproximação do relacionamento filogenético dos indivíduos, baseado 
nas sequências de coxII e ITS, foi inferida pelo método de “neighbor-joining” (BIONJ) 
implementado no programa PAUP 4.0b10 (Swofford 2001), usando a interface do programa 
PaupUp (Calendini e Martin 2005). O suporte de ramo foi btido pelo método de “bootstrap” 
(100.000 repetições). O programa jModelTest 1.1 (Posada 2008) foi usado para selecionar o 
modelo mais apropriado de evolução molecular (TPM2uf+Ί para coxII; TVM+Ί para ITS1–
ITS2). As árvores filogenéticas foram visualizadas e editadas com o programa Dendroscope 
2.7.4 (Huson 2007). A divergência nucleotídica de coxII e ITS1–ITS2 foi calculada com o 
programa MEGA 4.1b3 (Tamura et al. 2007). 
O estudo morfológico dos parasitos foi conduzido com espécimes montados em lâminas 
com meio de Hoyer, para estudo das partes esclerotizadas, e em bálsamo do Canadá, após 
coloração com tricrômico de Gomori, para estudo das partes moles do corpo (Humason 1979). 
O estudo morfométrico foi conduzido com organismos clarificados em meio de Hoyer, os 
quais foram fotografados com uma câmera digital (Olympus QColor 5) acoplada a um 
microscópio óptico com contraste de fase (Olympus BX 51).  
As distâncias morfométricas foram definidas seguindo os parâmetros usados por Bueno-
Silva e Boeger (2009): medidas com alta correlação entre si, baixo coeficiente de variação 
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(menor que 20%) e ausência de redundância geométrica. Dessa forma, foram escolhidas nove 
distâncias morfométricas (Figs. 2, 3) de estruturas esclerotizadas do háptor (i.e. âncora e 
gancho): abertura da ponta da âncora (APA), largura da lâmina da âncora (LLA), ângulo de 
abertura da ponta da âncora (AAPA), comprimento da curva interna da âncora (CCIA), 
comprimento total da âncora (CTA), comprimento da haste do gancho (CHG), comprimento 
da cabeça do gancho (CCG), abertura da ponta do gancho (APG) e largura distal do gancho 
(LDG). As medidas e escalas são apresentadas em micrômetros, com exceção da medida 
AAPA que é apresentada em graus. 
As distâncias entre pontos morfométricos foram obtidas com o programa SigmaScan 
Pro 5.0 (SPSS, Inc.). Os dados foram logaritmizados (l garitmo natural) para corrigir a 
variância das medidas (Shinn et al. 1996). As distâncias resultantes foram avaliadas por 
análise de componentes principais (PCA), análise discriminante e análise de variância 
multivariada (MANOVA) com auxílio do programa Statistica 7.0 (Statsoft, Inc.). A PCA foi 




A morfologia comparativa de âncoras e ganchos permitiu o reconhecimento de quatro 
espécies novas de Gyrodactylus coletadas em duas espécies hospedeiras (S. macropterus e S. 
barbatus): Gyrodactylus sp. n. 1 (n = 90), Gyrodactylus sp. n. 2 (n = 122), Gyrodactylus sp. n. 
3 (n = 94) e Gyrodactylus sp. n. 4 (n = 7). O baixo número amostral de Gyrodactylus sp. n. 4 
parece indicar que essa espécie é rara. 
As médias de todas as distâncias morfométricas são apresentadas na Tabela 1. O 
resultado da PCA mostrou os dois primeiros fatores com autovalores acima da média, sendo 
que esses fatores representaram 73% da variação morf métrica de âncora e gancho das 
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espécies novas de Gyrodactylus (Tabela 2). O primeiro fator mostrou cinco variáveis com 
escores maiores que 0,7 (APA, LLA, CTA, CCG e APG) e o segundo fator duas variáveis 
(AAPA e CCIA) (Tabela 3).  
O resultado da MANOVA revelou diferenças significatv s nas distâncias 
morfométricas de âncora e gancho entre as espécies de Gyrodactylus (Wilks’ lambda = 
0,0005; F = 128,4; P < 0,001; n = 113). A análise discriminante também revelou diferenças 
significativas entre as espécies em oito medidas morfo étricas de âncora e gancho (Tabela 4): 
comprimento total da âncora (CTA) (F = 1253,7; P < 0,001), comprimento da haste do 
gancho (CHG) (F = 520,5; P < 0,001), abertura da ponta da âncora (APA) (F = 368,3; P < 
0,001), abertura da ponta do gancho (APG) (F = 292,4; P < 0,001), largura da lâmina da 
âncora (LLA) (F = 232,7; P < 0,001), ângulo de abertura da ponta da âncora (AAPA) (F = 
190,4; P < 0,001), comprimento da cabeça do gancho (CCG) (F = 161,5; P < 0,001) e largura 
distal do gancho (LDG) (F = 146,3; P < 0,001). O resultado da análise discriminante 
confirmou a identificação prévia das espécies de Gyrodactylus com base na morfologia de 
âncoras e ganchos e permitiu a correta discriminação das espécies em 100% dos casos (Fig. 
4). 
A análise de “neighbor-joining” dos fragmentos de ITS1–ITS2 e coxII revelou duas 
topologias congruentes (Fig. 5). Todos os clados de espécies de Gyrodactylus coincidiram 
com a prévia identificação morfológica e apresentaram valores de suporte de ramo de 99–
100% para coxII e de 100% para ITS. A divergência nucleotídica entre as espécies (Tabela 5) 
variou de 15 a 26% para coxII e de 3 a 31% para ITS. A menor divergência nucleotídica com 
base em ITS (3%) foi observada entre as espécies Gyrodactylus sp. n. 2 e Gyrodactylus sp. n. 
3. 
 30 
A análise morfológica comparativa e o conjunto de dados morfométricos e moleculares 





Gyrodactylidae van Beneden et Hesse, 1863 
Gyrodactylus von Nordmann, 1832 
 
Gyrodactylus sp. n. 1   (Figs. 6–10) 
 
Descrição (baseada em 48 espécimes). Corpo alongado, 519 (413–688; n = 27) de 
comprimento, 90 (53–122; n = 27) de largura ao nível do embrião. Glândulas cefálicas, 
órgãos da cabeça conspícuos. Glândulas cefálicas anterior, lateral, posteriormente à faringe. 
Faringe distal 37 (22–43; n = 14) de largura, com projeções digitiformes; faringe proximal 42 
(31–49; n = 14) de largura. Testículo oval 26 (18–37; n = 6) de largura, posterior ao germário. 
Órgão copulatório masculino 17 (15–21; n = 13) de diâmetro, um bulbo armado com 1 
espinho grande, duas fileiras de espineletes: uma fileira externa com 5–7 espineletes com base 
robusta, outra fileira interna com 4–6 menores de base estreita. Germário oval, 27 (18–40; n = 
20) de comprimento, 35 (19–53; n = 20) de largura. Útero com até duas gerações de embriões. 
Âncora com raiz profunda desenvolvida e raiz superficial robusta; comprimento da ponta da 
âncora 21 (19–23; n = 20), largura da lâmina 8 (6-8; n = 20), comprimento total 54 (51-56; n 
= 20). Gancho com lâmina e ponta ligeiramente curvada, lâmina com porção proximal reta, 
calcanhar convexo, plataforma convexa, bico pontiagudo, com porção inferior suavemente 
deprimida; haste com 20 (19–21; n = 20) de comprimento, cabeça do gancho com 9 (8–10; n 
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= 20) de comprimento. Barra profunda 4 (3–5; n = 24) de largura. Barra superficial 9 (7–12; n 
= 12) de largura, com projeções anterolaterais, provida de escudo membranoso. 
 
Hospedeiro tipo: Scleromystax macropterus (Regan) (Siluriformes, Callichthyidae). 
Outro hospedeiro: Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard) (Siluriformes, Callichthyidae). 
Local de infestação no hospedeiro: superfície do corpo. 
Localidade tipo: rio Fortuna, Pontal do Paraná, Paraná, Brasil (25º39’ 4”S, 48º31’05”W). 
 
Comentários. Gyrodactylus sp. n. 1 pode ser distinguida de outras espécies neotropicais 
de Gyrodactylus com base na morfologia do gancho (lâmina e ponta ligeiramente curvada; 
lâmina com porção proximal reta; calcanhar convexo; plataforma convexa; bico pontiagudo, 
com porção inferior suavemente deprimida) e da âncora (raiz superficial robusta). 
 
Gyrodactylus sp. n. 2  (Figs. 11–15) 
 
Descrição (baseada em 56 espécimes). Corpo alongado, 360 (284–453; n = 30) de 
comprimento, 68 (40–97; n = 30) de largura ao nível do embrião. Glândulas cefálicas, órgãos 
da cabeça conspícuos. Glândulas cefálicas anterior, late al, posteriormente à faringe. Faringe 
distal 34 (21–43; n = 24) de largura, faringe proximal 37 (23–51; n = 25) de largura. Testículo 
oval 24 (15–32; n = 5) de largura, posterior ao germário. Órgão copulatório masculino 14 
(11–16; n = 22) de diâmetro, um bulbo armado com 1 espinho grande, duas fileiras de 
espineletes: uma fileira externa com 3–4 espineletes com base robusta, outra fileira interna 
com 2–3 menores de base estreita. Germário oval, 25 (15–33; n = 20) de comprimento, 30 
(18–47; n = 20) de largura. Útero com até duas gerações de embriões. Âncora com raiz 
profunda desenvolvida e raiz superficial alongada, ligeiramente curvada; comprimento da 
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ponta da âncora 17 (16–18; n = 23), largura da lâmina 7 (6–8; n = 23), comprimento total 55 
(50–57; n = 23). Gancho com lâmina ligeiramente curvada, calcanhar reto, plataforma reta, 
bico pontiagudo, com porção inferior reta; haste com 17 (15–20; n = 20) de comprimento, 
cabeça do gancho com 9 (9–10; n = 20) de comprimento. Barra profunda 3 (2–3; n = 24) de 
largura. Barra superficial 10 (6–14; n = 16) de largura, com projeções anterolaterais, provida 
de escudo membranoso. 
 
Hospedeiro tipo: Scleromystax macropterus (Regan) (Siluriformes, Callichthyidae). 
Outro hospedeiro: Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard) (Siluriformes, Callichthyidae). 
Local de infestação no hospedeiro: superfície do corpo. 
Localidade tipo: rio Fortuna, Pontal do Paraná, Paraná, Brasil (25º39’ 4”S, 48º31’05”W). 
 
Comentários. Gyrodactylus sp. n. 2 pode ser distinguida de outras espécies neotropicais 
de Gyrodactylus com base na morfologia do gancho (lâmina ligeiramente curvada; calcanhar 
reto; plataforma reta; bico pontiagudo, com porção inferior reta) e da âncora (raiz superficial 
alongada; lâmina comparativamente mais estreita). 
 
Gyrodactylus sp. n. 3  (Figs. 16–20) 
 
Descrição (baseada em 25 espécimes). Corpo alongado, 370 (321–41 ; n = 7) de 
comprimento, 80 (45–132; n = 7) de largura ao nível do embrião. Glândulas cefáli as, órgãos 
da cabeça conspícuos. Glândulas cefálicas anterior, late al, posteriormente à faringe. Faringe 
distal 40 (33–49; n = 4) de largura, faringe proximal 41 (35–53; n = 4) de largura. Testículo 
oval 20 (13–18; n = 2) de largura, posterior ao germário. Órgão copulatório masculino 15 
(14–18; n = 8) de diâmetro, um bulbo armado com 1 espinho grande, duas fileiras de 
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espineletes: uma fileira externa com 5–7 espineletes com base robusta, outra fileira interna 
com 4–7 menores de base estreita. Germário oval, 25 (21–31; n = 6) de comprimento, 35 (21–
50; n = 6) de largura. Útero com até duas gerações de embriões. Âncora com raiz profunda 
desenvolvida e raiz superficial moderadamente curvada na porção distal; comprimento da 
ponta da âncora 19 (16–20; n = 20), largura da lâmina 7 (6–8; n = 20), comprimento total 49 
(46–53; n = 20). Gancho com lâmina e ponta ligeiramente curvada, calcanhar convexo, 
plataforma convexa, bico pontiagudo, com porção inferior reta; haste com 15 (13–16; n = 21) 
de comprimento, cabeça do gancho com 9 (8–10; n = 21) de comprimento. Barra profunda 3 
(2–4; n = 9) de largura. Barra superficial 12 (8–14; n = 9) de largura, com projeções 
anterolaterais, provida de escudo membranoso. 
 
Hospedeiro tipo: Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard) (Siluriformes, Callichthyidae). 
Outro hospedeiro: Scleromystax macropterus (Regan) (Siluriformes, Callichthyidae). 
Local de infestação no hospedeiro: superfície do corpo. 
Localidade tipo: rio Marumbi, Morretes, Paraná, Brasil (25º30’54”S, 48º52’03”W). 
Outras localidades: rio do Pinto, Morretes, Paraná, Brasil (25º30’50”S, 48º50’34”W); rio 
Fortuna, Pontal do Paraná, Paraná, Brasil (25º39’54”S, 48º31’05”W); rio Ribeirão, 
Paranaguá, Paraná, Brasil (25º36’02”S, 48º37’19”W). 
 
Comentários. Gyrodactylus sp. n. 3 pode ser distinguida de outras espécies neotropicais 
de Gyrodactylus com base na morfologia do gancho (lâmina e ponta ligeiramente curvada; 
calcanhar convexo; plataforma convexa; bico pontiagudo, com porção inferior reta) e da 




Gyrodactylus sp. n. 4   (Figs. 21–24) 
 
Descrição (baseada em 7 espécimes). Corpo fusiforme, 239 (145–302; n = 4) de 
comprimento, 58 (48–68; n = 4) de largura ao nível do embrião. Glândulas cefáli as, órgãos 
da cabeça conspícuos. Glândulas cefálicas anterior, late al, posteriormente à faringe. Faringe 
distal 25 (19–29; n = 3) de largura, faringe proximal 31 (24–35; n = 3) de largura. Testículo 
oval 31 (n = 1) de largura, posterior ao germário. Órgão copulatório masculino não 
observado. Germário oval, 23 (16–27; n = 4) de comprimento, 26 (17–36; n = 4) de largura. 
Útero com uma geração de embrião. Âncora com raiz profunda muito desenvolvida e raiz 
superficial curta; comprimento da ponta da âncora 11 (10–12; n = 6), largura da lâmina 5 (4–
5; n = 6), comprimento total 27 (25–28; n = 7). Gancho com lâmina e ponta ligeiramente 
curvada, calcanhar convexo, plataforma convexa, bico convexo, com porção inferior 
suavemente deprimida; haste com 15 (15–16; n = 7) de comprimento, cabeça do gancho com 
6 (6–7; n = 7) de comprimento. Barra profunda 1 (1–1; n = 3) de largura. Barra superficial 5 
(4–7; n = 2) de largura, com projeções anterolaterais, provida de escudo membranoso. 
 
Hospedeiro tipo: Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard) (Siluriformes, Callichthyidae). 
Local de infestação no hospedeiro: superfície do corpo. 
Localidade tipo: rio Ribeirão, Paranaguá, Paraná, Brasil (25º36’02”S, 48º37’19”W). 
Outras localidades: rio do Pinto, Morretes, Paraná, Brasil (25º30’50”S, 48º50’34”W); rio 
Marumbi, Morretes, Paraná, Brasil (25º30’54”S, 48º52’03”W). 
 
Comentários. Gyrodactylus sp. n. 4 pode ser distinguida de outras espécies neotropicais 
de Gyrodactylus com base na morfologia do gancho (lâmina e ponta ligeiramente curvada; 
calcanhar convexo; plataforma convexa; bico convexo, com porção inferior suavemente 
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deprimida) e da âncora (raiz profunda muito desenvolvida; raiz superficial curta). Além disso, 
constatou-se que as âncoras e ganchos de Gyrodactylus sp. n. 4 são comparativamente 
menores que aquelas de Gyrodactylus sp. n. 1, Gyrodactylus sp. n. 2 e Gyrodactylus sp. n. 3 




As diferenças morfológicas de estruturas esclerotizadas do háptor permitiram 
reconhecer quatro espécies novas de Gyrodactylus em peixes hospedeiros Scleromystax. A 
análise morfométrica suportou a identidade das espécies parasitas, como também evidenciado 
por outros autores para outras espécies do gênero (Shinn et al. 1996, 2004, McHugh et al. 
2000, Huyse e Volckaert 2002, Bueno-Silva e Boeger 2009). Embora as âncoras tenham 
apresentado maior variação morfométrica, a morfologia dos ganchos foi mais informativa na 
discriminação e caracterização das espécies novas de Gyrodactylus. 
Da mesma forma, os marcadores moleculares de mtDNA e rDNA nuclear confirmaram 
os resultados das análises morfológica e morfométrica, demonstrando a sua utilidade como 
suporte na delimitação de espécies de Gyrodactylus (Cunningham 1997, Ziętara et al. 2000, 
Huyse e Volckaert 2002, Ziętara e Lumme 2002, Hansen et al. 2003, Bueno-Silva capítulo I). 
As análises filogenéticas moleculares de coxII e ITS1–ITS2 permitiram reconhecer clados de 
espécies de Gyrodactylus de Scleromystax spp. que coincidiram com a prévia identificação 
morfológica e morfométrica dos parasitos.  
A baixa divergência nucleotídica de ITS (3%) entre Gyrodactylus sp. n. 2 e 
Gyrodactylus sp. n. 3 pode indicar uma separação recente dessas pécies (menor do que 1 
milhão de anos – Ma), segundo a taxa evolutiva de ITS (5,5% por Ma) estimada por Ziętara e 
Lumme (2002). Por outro lado, a divergência nucleotídica de ITS entre as demais espécies foi 
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consideravelmente maior (29–31%) e comparável a de espécies de Gyrodactylus do 
hemisfério norte (Ziętara e Lumme 2002). Apesar da baixa divergência nucleotídica de ITS 
entre Gyrodactylus sp. n. 2 e Gyrodactylus sp. n. 3, não foi possível sustentar, 
satisfatoriamente, a hipótese de que esses táxons representam uma única espécie, 
considerando a divergência nucleotídica de coxII (veja Tabela 5) e as diferenças morfológicas 
interespecíficas de estruturas esclerotizadas do háptor (veja Fig. 4). No entanto, a análise 
comparativa da estrutura secundária de ITS2 e o uso de um marcador molecular alternativo de 
DNA nuclear (e.g. íntron) serão necessários para confirmar essa hipótese (veja capítulo III). 
Concluindo, o uso integrado de técnicas morfométricas e moleculares permitiu o 
reconhecimento de quatro novas espécies neotropicais de Gyrodactylus parasitando duas 
espécies simpátricas de Scleromystax (S. barbatus e S. macropterus) no sul do Brasil. Essas 








Bakke T.A., Cable J., Harris P.D. 2007: The biology of gyrodactylid monogeneans: the 
“Russian doll-killers”. Adv. Parasitol. 64: 161-376. 
Boeger W.A., Kritsky D.C., Pie M.R. 2003: Context of diversification of the viviparous 
Gyrodactylidae (Platyhelminthes, Monogenoidea). Zool. Scr. 32: 437-448. 
Boeger W.A., Vianna R.T., Thatcher, V.E. 2006: Monogenoidea. In: J. Adis, J.R. Arias, G. 
Rueda-Delgado and K.M. Wantzen (Eds.), Aquatic Biodiversity in Latin America. Vol. 1. 
Amazon Fish Parasites. Second edition. Pensoft Publishers, Sofia, Bulgaria, pp. 42-116. 
Bonfield J, Beal K, Cheng Y, Jordan M, Staden R. 1995: Staden Package version 1.7. 
Disponível em http://staden.sourceforge.net. 
Bueno-Silva M., Boeger W.A. 2009: Neotropical Monogenoidea. 53.  Gyrodactylus corydori 
sp. n. and redescription of Gyrodactylus anisopharynx (Gyrodactylidea: Gyrodactylidae), 
parasites of Corydoras spp. (Siluriformes: Callichthyidae) from southern Brazil. Folia 
Parasitol 56: 13-20. 
Calendini F., Martin J.F. 2005: PaupUP v1.0.3.1. A free graphical frontend for PAUP Dos 
software. Disponível em http://www.agromontpellier.fr/sppe/ 
Recherche/JFM/PaupUp/main.htm. 
Cohen S.C., Kohn A. 2008: South American Monogenea – list of species, hosts and 
geographical distribution from 1997 to 2008. Zootaxa 1924: 1-42. 
Cunningham C. 1997: Species variation within the int r al trascribed spacer (ITS) region of 
Gyrodactylus (Monogenea: Gyrodactylidae) ribosomal RNA genes. J. Parasitol. 83: 215–
219. 
Edgar R.C. 2004: MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high 
throughput. Nucleic Acids Res. 32: 1792-1797. 
 38 
Hall T.A. 1999: BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis 
program for Windows 95/98/NT.  Nucl. Acids Symp. Ser. 41: 95-98. 
Hansen H., Bachmann L., Bakke T.A. 2003: Mitochondrial DNA variation of Gyrodactylus 
spp. (Monogenea, Gyrodactylidae) populations infecting Atlantic salmon, grayling, and 
rainbow trout in Norway and Sweden. Int. J. Parasitol. 33: 1471-1478. 
Humason G.L. 1979: Animal Tissue Techniques. 4th ed. W.H. Freeman and Company, San 
Francisco, 661 p. 
Huson D.H., Richter D.C., Rausch C., Dezulian T., Franz M., Rupp R. 2007: Dendroscope - 
An interactive viewer for large phylogenetic trees. BMC Bioinformatics 8: 460. 
Huyse T., Volckaert F.A.M. 2002: Identification of a host-associated species complex using 
molecular and morphometric analyses, with description of Gyrodactylus rugiensoides n. 
sp. (Gyrodactylidae, Monogenea). Int. J. Parasitol. 32: 907-919. 
Kritsky D.C., Vianna R.T., Boeger W.A. 2007: Neotropical Monogenoidea. 50. Oviparous 
gyrodactylids from loricariid and pimelodid catfi shes in Brazil, with proposal of 
Phanerothecioides n. gen., Onychogyrodactylus n. gen. and Aglaiogyrodactylus n. gen. 
(Polyonchoinea, Gyrodactylidea). Syst. Parasitol. 66: 1-34. 
McHugh E.S., Shinn A.P., Kay J.W. 2000: Discriminaton of the notifiable pathogen 
Gyrodactylus salaris from G. thymalli (Monogenea) using statistical classifiers applied to 
morphometric data. Parasitology 121: 315-323. 
McVicar A.H. 1997: Disease and parasite implications f the coexistence of wild and cultured 
Atlantic salmon populations. J. Mar. Sci. 54: 1093-1103. 
Miller M.A., Holder M.T., Vos R., Midford P.E., Liebowitz T., Chan L., Hoover P., Warnow 
T. 2009: The CIPRES Portals. Disponível em http://www.phylo.org. 
Posada D. 2008: jModelTest: Phylogenetic Model Averaging. Mol. Biol. Evol. 25: 1253-
1256. 
 39 
Shinn A.P., des Clers S., Gibson D.I., Sommerville C. 1996: Multivariate analyses of 
morphometrical features from Gyrodactylus spp. (Monogenea) parasitising British 
salmonids: light microscope based studies. Syst. Parasitol. 33: 115-125. 
Shinn A.P., Hansen H., Olstad K., Bachmann L., Bakke T.A. 2004: The use of morphometric 
characters to discriminate specimens of laboratory-reared and wild populations of 
Gyrodactylus salaris and G. thymalli (Monogenea). Folia Parasitol. 51: 239-252. 
Swofford D.L. 2001: PAUP: Phylogenetic analysis using parsimony (and others methods). 
Version 4.0b10, Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts. 
Tamura K., Dudley J., Nei M., Kumar S. 2007: MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA) software version 4.0. Mol. Biol. Evol. 24: 1596-1599. 
Ziętara M.S., Arndt A., Geets A., Hellemans B., Volckaert F.A.M., 2000: The nuclear rDNA 
region of Gyrodactylus arcuatus and G. branchicus (Monogenea: Gyrodactylidae). J. 
Parasitol. 86: 1368-1373. 
Ziętara M.S., Lumme J. 2002: Speciation by host switch and adaptive radiation in a fish 
parasite genus Gyrodactylus (Monogenea, Gyrodactylidae). Evolution 56: 2445-248. 
 
 40 
Legenda das Figuras 
 
Fig. 1. Imagem de satélite da baía de Paranaguá, estado do Paraná, mostrando a área de 
estudo. Os números correspondem aos locais de coleta: (1) rio Marumbi, município de 
Morretes; (2) rio do Pinto, município de Morretes; (3) rio Ribeirão, município de Paranaguá; 
(4) rio Fortuna, município de Pontal do Paraná. Fonte do mapa: Google Maps 
(http://maps.google.com.br). 
 
Figs. 2, 3. Distâncias morfométricas de estruturas esclerotizadas do háptor de Gyrodactylus. 
Fig. 2. Âncora. APA: abertura da ponta da âncora; LLA: largura da lâmina da âncora; AAPA 
(β): ângulo de abertura da ponta da âncora; CCIA: comprimento da curva interna da âncora; 
CTA: comprimento total da âncora. Fig. 3. Gancho. CHG: comprimento da haste do gancho; 
CCG: comprimento da cabeça do gancho; APG: abertura da ponta do gancho; LDG: largura 
distal do gancho. Escalas: Fig. 2 = 30 µm; Fig. 3 = 10 µm. 
 
Fig. 4. Análise discriminante de medidas de âncora e gancho de Gyrodactylus sp. n. 1, 
Gyrodactylus sp. n. 2, Gyrodactylus sp. n. 3 e Gyrodactylus sp. n. 4, parasitas de 
Scleromystax barbatus e Scleromystax macropterus. Nove distâncias morfométricas de âncora 
e gancho foram analisadas: abertura da ponta da âncora (APA), largura da lâmina da âncora 
(LLA), ângulo de abertura da ponta da âncora (AAPA), comprimento da curva interna da 
âncora (CCIA), comprimento total da âncora (CTA), comprimento da haste do gancho 
(CHG), comprimento da cabeça do gancho (CCG), abertura da ponta do gancho (APG) e 
largura distal do gancho (LDG). As elipses representam intervalo de confiança de 95%. 
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Fig. 5. Dendogramas da análise de “neighbor-joining” das sequências de coxII (à esquerda) e 
ITS1–ITS2 (à direita) de Gyrodactylus sp. n. 1, Gyrodactylus sp. n. 2, Gyrodactylus sp. n. 3 e 
Gyrodactylus sp. n. 4, parasitas de Scleromystax barbatus e Scleromystax macropterus. Os 
valores representam suporte de ramo. 
 
Figs. 6–10. Gyrodactylus sp. n. 1. Fig. 6. Holótipo (ventral). Fig. 7. Âncoras, barra superficial 
e barra profunda. Fig. 8. Gancho. Fig. 9. Órgão copulatório masculino. Fig. 10. Âncora. 
Escala: Fig. 6 = 100 µm; Figs. 7, 10 = 20 µm; Figs. 8, 9 = 10 µm. 
 
Figs. 11–15. Gyrodactylus sp. n. 2. Fig. 11. Holótipo (ventral). Fig. 12. Âncoras, barra 
superficial e barra profunda. Fig. 13. Gancho. Fig. 14. Órgão copulatório masculino. Fig. 15. 
Âncora. Escala: Fig. 11 = 100 µm; Figs. 12, 15 = 20 µm; Figs. 13, 14 = 10 µm. 
 
Figs. 16–20. Gyrodactylus sp. n. 3. Fig. 16. Holótipo (ventral). Fig. 17. Âncoras, barra 
superficial e barra profunda. Fig. 18. Gancho. Fig. 19. Órgão copulatório masculino. Fig. 20. 
Âncora. Escala: Fig. 16 = 100 µm; Figs. 17, 20 = 20 µm; Figs. 18, 19 = 10 µm. 
 
Figs. 21–24. Gyrodactylus sp. n. 4. Fig. 21. Holótipo (ventral). Fig. 22. Âncoras, barra 
superficial e barra profunda. Fig. 23. Gancho. Fig. 24. Âncora. Escala: Fig. 21 = 100 µm; 
Figs. 22, 24 = 10 µm; Fig. 23 = 5 µm. 
 
Figs. 25–32. Imagens de microscopia óptica de âncoras e ganchos de quatro espécies novas de 
Gyrodactylus coletadas em Scleromystax macropterus e Scleromystax barbatus. Fig. 25. 
Âncora de Gyrodactylus sp. n. 1. Fig. 26. Gancho de Gyrodactylus sp. n. 1. Fig. 27. Âncora 
de Gyrodactylus sp. n. 2. Fig. 28. Gancho de Gyrodactylus sp. n. 2. Fig. 29. Âncora de 
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Gyrodactylus sp. n. 3. Fig. 30. Gancho de Gyrodactylus sp. n. 3. Fig. 31. Âncora de 
Gyrodactylus sp. n. 4. Fig. 32. Gancho de Gyrodactylus sp. n. 4. Escalas: Figs. 25, 27, 29, 31 
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Tabela 1. Valores médios das distâncias morfométricas de âncora e gancho de quatro 
espécies novas de Gyrodactylus coletadas em Scleromystax macropterus e Scleromystax 
barbatus. As medidas são apresentadas em micrômetros, com exceção da variável ângulo de 
abertura da ponta da âncora, apresentada em graus. Os números indicam, respectivamente, a 
média e intervalo de confiança de 95% (entre parênteses). 
Variáveis 
Gyrodactylus  
sp. n. 1 
(n = 39) 
Gyrodactylus  
sp. n. 2 
(n = 33) 
Gyrodactylus  
sp. n. 3 
(n = 34) 
Gyrodactylus 
sp. n. 4 
(n = 7) 
20,9 (20,5-21,3) 26,0 (25,7-26,4) 19,9 (19,4-20,5) 11,0 (9,4-12,7) 
7,9 (7,7-8,1) 7,6 (7,3-7,8) 7,7 (7,5-7,9) 4,6 (4,0-5 3) 
2,0 (1,7-2,2) 1,9 (1,6-2,2) 1,7 (1,3-2,1) 0,9 (0,2-1 6) 






Abertura da ponta 
Largura da lâmina 
Comprimento da curva interna 
Ângulo de abertura da ponta 
Comprimento total 54,1 (53,6-54,6) 55,1 (54,6-55,7) 49,0 (48,5-49,5) 26,6 (25,5-27,8) 
Comprimento da haste 20,1 (19,8-20,4) 16,0 (15,6-16,4) 15,1 (14,9-15,4) 15,5 (14,8-16,1) 
Comprimento do gancho 9,5 (9,4-9,7) 9,3 (9,2-9,4) 9,2 ( ,1-9,4) 6,3 (6,0-6,5) 














Tabela 2. Autovalores da matriz de correlação da 
PCA de âncoras e ganchos de quatro espécies novas 
de Gyrodactylus de Scleromystax macropterus e
Scleromystax barbatus. 
Fator Autovalores 





1 4,75 52,8 4,75 52,8 
2 1,84 20,4 6,59 73,2 
3 0,97 10,8 7,56 84,0 
4 0,87 9,6 8,43 93,6 
5 0,29 3,3 8,72 96,9 
6 0,13 1,5 8,86 98,4 
7 0,10 1,1 8,95 99,5 
8 0,03 0,4 8,98 99,8 









Tabela 3. Escores da PCA de âncoras e ganchos de quatro 
espécies novas de Gyrodactylus de Scleromystax macropterus 
e Scleromystax barbatus. 
Variáveis Fator 1 Fator 2 
Abertura da ponta da âncora (APA) -0,85 -0,02 
Largura da lâmina da âncora (LLA) -0,91 -0,21 
Ângulo de abertura da ponta da âncora (AAPA) 0,00 0,96 
Comprimento da curva interna da âncora (CCIA) -0,28 0,92 
Comprimento total da âncora (CTA) -0,97 0,07 
Comprimento da haste do gancho (CHG) -0,34 0,10 
Comprimento da cabeça do gancho (CCG) -0,94 -0,07 
Abertura da ponta do gancho (APG) -0,97 -0,05 









Tabela 4. Análise discriminante das distâncias morfométricas de âncora e gancho 
de quatro espécies novas de Gyrodactylus de Scleromystax macropterus e










Comprimento total da âncora (CTA) 1 0,0017 0,52 1253,7 < 0,001 
Comprimento da haste do gancho (CHG) 2 0,0030 0,93 520,5 < 0,001 
Abertura da ponta da âncora (APA) 3 0,0015 0,55 368,3 < 0,001 
Abertura da ponta do gancho (APG) 4 0,0008 0,28 292,4 < 0,001 
Largura da lâmina da âncora (LLA) 5 0,0007 0,58 232,7 < 0,001 
Ângulo de abertura da ponta da âncora (AAPA) 6 0,0007 0,65 190,4 < 0,001 
Comprimento da cabeça do gancho (CCG) 7 0,0007 0,21 161,5 < 0,001 









Tabela 5. Divergência nucleotídica (em proporção 
de sítios variáveis) entre quatro espécies novas de 
Gyrodactylus de Scleromystax macropterus e 
Scleromystax barbatus. Valores sublinhados 
representam a divergência nucleotídica de coxII. 
Valores na parte superior (à direita) representam a 
divergência nucleotídica de ITS1–ITS2. 
  Espécie 1 2 3 4 
1 Gyrodactylus sp. n. 1 - 0,29 0,29 0,29 
2 Gyrodactylus sp. n. 2 0,15 - 0,03 0,31 
3 Gyrodactylus sp. n. 3 0,22 0,20 - 0,31 





Cofilogeografia: avaliando a estruturação geográfica, demografia histórica e associação 
entre espécies de Gyrodactylus (Monogenoidea: Gyrodactylidae) e hospedeiros Scleromystax 




A filogeografia comparativa é um importante método usado para investigar a influência de 
fenômenos geográficos e geológicos na diversificação e adaptação local de sistemas parasito-
hospedeiro. Partindo dessa premissa, o estudo objetiv u avaliar a influência da estruturação 
geográfica na evolução molecular, diversificação morfológica e associação entre Gyrodactylus 
spp. e Scleromystax spp. em sub-bacias litorâneas do estado do Paraná, Brasil. Espécimes adultos 
de Scleromystax macropterus (Regan, 1913) (n = 34) e Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard, 
1824) (n = 107) foram coletados em rios das sub-bacias da baí  de Paranaguá e do rio 
Nhundiaquara. Foram coletados 313 espécimes de quatro espécies novas de Gyrodactylus. Nove 
distâncias morfométricas de parasitos e de hospedeiros foram analisadas. A análise desses dados 
revelou diferenças morfométricas significativas entr  populações de hospedeiros (P < 0,001) e de 
parasitos (P < 0,001) entre diferentes rios e sub-bacias. Fragmentos de DNA nuclear e 
mitocondrial foram sequenciados para Gyrodactylus spp. (zinco metaloproteinase – ZMP; e 
citocromo oxidase II – COII) e Scleromystax spp. (partícula sinalizadora de 54kDa – SRP54; e 
D-loop). O relacionamento filogenético baseado nessas sequências de DNA forneceu suporte 
para linhagens de Gyrodactylus e Scleromystax, as quais refletiram a distribuição geográfica das 
populações. A análise da associação parasito-hospedeiro revelou a alta especificidade de 
Gyrodactylus spp., porém os resultados sugerem que variações locais na interação parasito-
                                                
(*) Capítulo formatado de acordo com as normas de publicação da revista International Journal for Parasitology. 
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hospedeiro estão mais relacionadas com eventos de troca de hospedeiro do que com o isolamento 
geográfico das populações. A reconstrução das datas e divergência (relógio molecular) para 
espécies de Gyrodactylus e Scleromystax descartou a hipótese de que a especiação desses 
parasitos tenha ocorrido simultaneamente com a dos hospedeiros (coespeciação). No entanto, a 
história demográfica de Gyrodactylus spp. e Scleromystax spp. sugere que retrações e expansões 
populacionais recentes estão associadas a flutuações climáticas do Período Quaternário. Os 
dados genéticos e morfométricos de Scleromystax e Gyrodactylus sugerem, portanto, que a 
estruturação geográfica é um fator determinante da diversificação genética, morfológica e, 
possivelmente, da adaptação local parasito-hospedeiro.  
 





Co-phylogeography: evaluating the geographic structuring, historical demography and 
association between species of Gyrodactylus (Monogenoidea: Gyrodactylidae) and hosts 
Scleromystax (Siluriformes: Callichthyidae) in southern Brazil 
The comparative phylogeography is an important method to investigate the influence of 
geographical and geological phenomena in the diversification and local adaptation of host-
parasite systems. This study evaluates the influence of geographic structuring in the molecular 
evolution, morphological diversification and association between Gyrodactylus spp. and 
Scleromystax spp. in sub-basins of the coastal state of Paraná, Brazil. Adult specimens of 
Scleromystax macropterus (Regan, 1913) (n = 34) and Scleromystax barbatus (Quoy and 
Gaimard, 1824) (n = 107) were collected from rivers of the sub-basins of Paranaguá Bay and the 
Nhundiaquara River. We collected 313 specimens of four new species of Gyrodactylus. Nine 
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morphometric features of parasites and hosts were analyzed. The data revealed significant 
morphometric differences for populations of hosts (P < 0.001) and parasites (P < 0.001) from 
different rivers and sub-basins. Fragments of nuclear and mitochondrial DNA were sequenced 
for Gyrodactylus spp. (zinc metalloproteinase – ZMP, and cytochrome xidase II – COII) and 
Scleromystax spp. (signal recognition particle 54kDa – SRP54, and D-loop). The phylogenetic 
analysis based on these DNA sequences provided support for lineages of Gyrodactylus and 
Scleromystax, which reflected the geographical distribution of p pulations. The analysis of host-
parasite association revealed the high specificity of Gyrodactylus spp. but the results suggest that 
local variations in the parasite-host interaction are more related to host-switching events than to 
geographical isolation of populations. Reconstruction of divergence dates (molecular clock) for 
species of Gyrodactylus and Scleromystax rejects the hypothesis of host-parasite cospeciation. 
However, the demographic history of Gyrodactylus spp. and Scleromystax spp. suggests that 
recent population expansions and declines are associ ted to climatic fluctuations of the 
Quaternary Period. Morphometric and genetic data of Gyrodactylus and Scleromystax suggest 
that the geographic structuring is a determinant factor of genetic and morphologic 
diversification, and possibly the host-parasite loca  adaptation. 
 





Os Monogenoidea representam um diverso grupo de parasitos de peixes, amplamente 
distribuído no mundo. Gyrodactylidae van Beneden et H sse, 1863 inclui todas as espécies 
vivíparas dessa classe. Nessa família, Gyrodactylus von Nordmann, 1832 é o gênero com maior 
número de espécies conhecidas (Bakke et al., 2002, 2 07; Boeger et al., 2003), das quais 
algumas são consideradas uma séria ameaça para popul ções de peixes (McVicar 1997; Bakke et 
al., 2002, 2007). São conhecidas pouco mais de 400 espécies de Gyrodactylus (Bakke et al., 
2007). 
A ampla diversificação de Gyrodactylus resulta da combinação de características 
biológicas (e.g. hiperviviparidade) que contribuem para a conquista de novos hospedeiros e 
dispersão entre ambientes geográficos distintos (Bakke et al., 2002; Cable e Harris, 2002; 
Morand et al., 2002; Boeger et al., 2003). Por esse motivo, muitos pesquisadores têm usado 
técnicas morfométricas (Shinn et al., 1996, 2001, 204) e moleculares (Cunningham e Mo, 1997; 
Harris, 1998; Matejusová et al., 2001; Huyse e Volckaert, 2002; Ziętara e Lumme, 2002, 2003; 
Hansen et al., 2003; Huyse et al., 2003, 2005; Meinilä et al., 2002, 2004; Cable et al., 2005; 
LeBlanc et al., 2006; Ziętara et al., 2006; Bueno-Silva et al., 2011) para auxili r na delimitação 
de espécies e linhagens de parasitos associados a localidades e hospedeiros distintos. 
Alguns estudos têm evidenciado que a interação coevolutiva entre parasitos e hospedeiros 
depende não apenas de fatores ecológicos e genéticos, mas também geográficos (Kaltz e 
Shykoff, 1998; Thompson, 1999; Gandon e Michalakis, 2002; Dybdahl e Storfer, 2003; 
Prugnolle et al., 2005). A estruturação geográfica define a diversidade de padrões ecológicos e a 
dinâmica de coevolução das espécies, promovendo a aaptação local das populações (Thompson, 
1999, 2005). Além disso, a estruturação geográfica é considerada um dos principais fatores 
determinantes da diversificação, adaptação local e composição de comunidades de parasitos 
(Poulin e Morand, 1999; Thompson, 1999; Gandon e Michalakis, 2002; Dybdahl e Storfer, 2003; 
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Prugnolle et al., 2005; Nuismer, 2006). Embora o prcesso de diversificação de Gyrodactylus 
seja amplamente reconhecido (Morand et al., 2002; Ziętara e Lumme, 2002; Boeger et al., 2003; 
Meinilä et al., 2004; Bueno-Silva et al., 2011), pouc  se conhece sobre o papel da estruturação 
geográfica nesse contexto (Malmberg, 1970; Dmitrieva e Dimitrov, 2002; Meinilä et al., 2004).  
Na região Neotropical, são conhecidas cerca de 40 espécies de Gyrodactylidae, das quais 
aproximadamente 20 são de Gyrodactylus (Boeger et al., 2006; Kritsky et al., 2007; Cohen e 
Kohn, 2008). No estado do Paraná (Brasil), são conhecidas quatro espécies de Gyrodactylus que 
compartilham espécies simpátricas de Callichthyidae (Popazoglo e Boeger, 2000; Bueno-Silva e 
Boeger, 2009). Essas espécies têm servido como modelo parasito-hospedeiro (Boeger et al., 
2005; Bueno-Silva et al., 2011) para testar hipóteses obre a diversificação e adaptação de 
espécies de Gyrodactylus (Boeger et al., 2003). De forma experimental (Boeger et al., 2005) e 
empírica (Bueno-Silva et al., 2011), esses estudos demonstraram que Gyrodactylus é capaz de 
explorar espécies distintas de hospedeiros em simpatria. Bueno-Silva et al. (2011) mostraram, 
ainda, que diferenças genéticas e morfológicas entre suprapopulações de Gyrodactylus corydori 
Bueno-Silva e Boeger, 2009 permitiram reconhecer linhagens de parasitos associados a espécies 
hospedeiras e localidades distintas. Esses dados corroboraram a hipótese de Boeger et al. (2003), 
de que a diversificação de Gyrodactylus está relacionada à conquista de um novo hospedeiro ou 
ambiente geográfico, o que poderia fornecer subsídios para compreender o papel da estruturação 
geográfica na relação parasito-hospedeiro e na diversidade genética e morfológica das 
populações. 
De acordo com Thompson (1999), o estudo da relação parasito-hospedeiro é uma das 
principais formas de avaliar a adaptação local das espécies em ambientes geograficamente 
heterogêneos, já que o parasitismo é variável temporalmente e entre populações de hospedeiros. 
Segundo Thompson (1999), a variação espacial na interação parasito-hospedeiro é uma das 
maiores forças geradoras de diversidade biológica e ontribui para seleção em mosaico (e.g. 
pressões seletivas atuando de forma diferenciada entre populações geograficamente isoladas). Os 
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padrões de diferenciação genética em pequena escala esp cial podem contribuir com 
informações sobre o modo de dispersão e dinâmica evolutiva de espécies parasitas. Como as 
interações coevolutivas podem ser altamente divergentes no espaço e tempo, é importante 
quantificar e comparar a variação filogeográfica de parasitos e hospedeiros em sua extensão 
geográfica (Huyse et al., 2005). Partindo dessa premissa, esse estudo tem como objetivo avaliar a 
influência da estruturação geográfica na evolução molecular, diversidade morfológica e 
associação entre Gyrodactylus spp. e Scleromystax spp. na bacia litorânea do estado do Paraná, 
Brasil.   
Com base em estudos sobre dinâmica coevolutiva parasito-hospedeiro (Thompson, 1999; 
Desdevises et al., 2002; Huyse et al., 2003; Nieberding et al., 2004; Huyse e Volckaert, 2005), o 
estudo propõe responder as seguintes perguntas: (i) A associação parasito-hospedeiro varia entre 
populações geograficamente isoladas? (ii) O isolamento geográfico das populações reflete a 
codivergência adaptativa de linhagens de parasitos e eus hospedeiros? (iii) O grau de 
diferenciação genética e morfológica está relacionad  ao isolamento geográfico das populações? 
(iv) A história demográfica das populações de parasitos é congruente com a de seus hospedeiros? 
Segundo Page e Charleston (1998), a interação parasito-ho pedeiro resulta de uma longa 
história coevolutiva das espécies. Em cada associação, uma espécie interage com outra em um 
nível de fidelidade dependente da frequência relativa de quatro categorias de eventos: 
codivergência, duplicação, transferência horizontal e extinção. Os autores argumentaram que 
diferentes tipos de associação podem gerar padrões variáveis de resposta, resultando em 
incongruências nas filogenias de parasitos e hospedeiros. Com base nessas observações, é 
possível hipotetizar que: (i) a associação parasito-hospedeiro poderia diferir entre populações de 
regiões distintas se as condições locais favorecessm eventos de troca de hospedeiro; (ii) o baixo 
fluxo gênico entre populações geograficamente distantes contribuiria para eventos de 
codivergência adaptativa (e.g. linhagens de parasitos associados a hospedeiros locais); (iii) à 
medida que o isolamento geográfico reduz a probabilid de de fluxo gênico entre populações, 
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esperaria-se que o grau de diversificação genética e morfológica seja proporcional à distância 
geográfica entre as populações; (iv) quanto mais íntma a relação parasito-hospedeiro (e.g. 
associação histórica), maior seria a probabilidade de que as espécies associadas apresentassem 
histórias demográficas congruentes entre si (e.g. coespeciação). 
Para testar essas hipóteses, foram utilizados dois conjuntos de técnicas moleculares e 
morfométricas. O estudo molecular foi conduzido com marcadores de DNA mitocondrial 
(mtDNA) e DNA nuclear (nDNA). Os dados moleculares foram usados para inferir a história 
demográfica, estruturação genética das populações e as ociação entre parasitos e hospedeiros. Os 
dados morfométricos foram usados para avaliar o grau de diferenciação morfológica e sua 
relação com a diversidade genética e distribuição geográfica das populações. 
 
2. Materiais e Métodos 
 
2.1. Área de estudo e coleta de amostras 
 
A área de estudo compreende duas sub-bacias da baci litorânea do estado do Paraná, 
Brasil: sub-bacia da baía de Paranaguá e sub-bacia do rio Nhundiaquara (Fig. 1). A escolha 
dessas localidades foi realizada com base no pressuposto de que as características topográficas e 
a história geomorfológica da região (Bigarella, 2001; Maack, 2001) poderiam contribuir para 
testar hipóteses de filogeografia e genética de populações.  
No litoral do estado do Paraná, são conhecidas duas espécies de Scleromystax, que ocorrem 
na bacia da baía de Paranaguá e de Guaratuba (Grando, 1999 – dissertação, UFPR). Espécimes 
adultos de Scleromystax macropterus (Regan, 1913) e Scleromystax barbatus (Quoy e Gaimard, 
1824) foram coletados (licença do IBAMA nº. 11617/2008). Scleromystax macropterus foi 
coletado na sub-bacia da baía de Paranaguá (n = 34), no rio Fortuna (25º39’54”S, 48º31’05”W), 
município de Pontal do Paraná. Scleromystax barbatus foi coletado na sub-bacia da baía de 
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Paranaguá (n = 63), no rio Ribeirão (25º36’02”S, 48º37’19”W), município de Paranaguá, e no 
rio Fortuna (25º39’54”S, 48º31’05”W), município de Pontal do Paraná; e na sub-bacia do rio 
Nhundiaquara (n = 44), no rio do Pinto (25º30’50”S, 48º50’34”W) e no rio Marumbi 
(25º30’54”S, 48º52’03”W), município de Morretes. O método de coleta dos parasitos foi o 
mesmo de Bueno-Silva e Boeger (2009): os peixes hospedeiros foram coletados com auxílio de 
pesca elétrica e puçá, e em seguida acondicionados em recipientes contendo água aquecida a 60 
ºC e agitados vigorosamente. Amostras de tecido de parasitos e hospedeiros foram fixadas com 
etanol 95% e armazenadas a −20 ºC. Amostras de tecido dos hospedeiros foram acondicionadas 
em solução saturada de DMSO. Espécimes de Gyrodactylus foram coletados das amostras com 
auxílio de um estereomicroscópio. 
Dois conjuntos de técnicas morfométricas e moleculares foram usados como fontes 
independentes de evidência. O estudo morfométrico e molecular foram conduzidos para 
hospedeiros e parasitos (veja itens 2.2 e 2.3 abaixo). A terminologia ecológica foi usada de 
acordo com Bush et al. (1997). 
 
2.2. Estudo morfométrico 
 
2.2.1. Hospedeiros 
As distâncias morfométricas dos peixes hospedeiros foram obtidas com auxílio de um 
paquímetro analógico com precisão de 0,05 mm. As distâncias morfométricas foram as mesmas 
usadas por Shibatta e Hoffmann (2005), porém foram consideradas apenas medidas que 
apresentaram alta correlação (correlação de Pearson maior que 0,9), coeficiente de variação 
menor que 20% e ausência de redundância geométrica, para evitar medidas redundantes e índices 
elevados de erro de medida. Com base nesses parâmetros, foram obtidas nove distâncias 
morfométricas de cada hospedeiro (Fig. 2): comprimento do focinho (CF), comprimento da 
cabeça (CC), distância pré-dorsal (DPD), altura do corpo (AC), comprimento da base da 
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nadadeira dorsal (CBD), distância entre as nadadeiras dorsal e adiposa (DDAD), comprimento 
da base da nadadeira anal (CBA), altura do pedúnculo caudal (APC) e comprimento padrão 
(CP). Essas medidas são apresentadas em centímetros. Os dados morfométricos foram 
logaritmizados (logaritmo natural) e avaliados por análise discriminante, análise multivariada de 
variância (MANOVA) e análise de componentes principais (PCA) usando o programa Statistica 




O háptor de cada parasito foi separado do tronco e montado em lâmina com meio de 
Hoyer, para identificação morfológica, enquanto queo tronco foi usado para extração e análise 
de DNA. Essa técnica oferece a vantagem de obter dados genéticos e morfológicos do mesmo 
indivíduo. O estudo morfométrico dos parasitos foi c nduzido com espécimes montados em 
lâmina, clarificados com meio de Hoyer. Imagens desses espécimes foram obtidas com auxílio 
de uma câmera digital (Olympus QColor 5) acoplada a um microscópio óptico com contraste de 
fase (Olympus BX 51). As distâncias morfométricas de âncora e gancho foram obtidas a partir 
dessas imagens com auxílio do programa SigmaScan Pro 5.0 (SPSS). As medidas morfométricas 
foram as mesmas usadas por Bueno-Silva (capítulo II, Figs. 1, 2): abertura da ponta da âncora 
(APA), largura da lâmina da âncora (LLA), ângulo de abertura da ponta da âncora (AAPA), 
comprimento da curva interna da âncora (CCIA), compri ento total da âncora (CTA), 
comprimento da haste do gancho (CHG), comprimento da cabeça do gancho (CCG), abertura da 
ponta do gancho (APG) e largura distal do gancho (LDG). As medidas são apresentadas em 
micrômetros, com exceção da medida AAPA (em graus). O  dados foram logaritmizados 
(logaritmo natural) e avaliados por análise discriminante, análise multivariada de variância 
(MANOVA), análise de componentes principais (PCA) e análise de cluster. A análise 
discriminante, MANOVA e PCA foram realizadas com o pr grama Statistica 7.0 (Statsoft) e a 
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análise de cluster com o programa PAST 2.06 (Hammer et al., 2001). A PCA foi realizada com 
base na matriz de correlação das medidas morfométricas. A análise de cluster foi realizada com o 
método de Ward (1963) baseado na distância Euclidiana d s medidas. 
 
2.3. Estudo molecular 
 
2.3.1. Hospedeiros 
O estudo molecular dos hospedeiros foi conduzido comd is marcadores moleculares de 
DNA: a região controle (D-loop) do DNA mitocondrial (mtDNA) e o gene SRP54 (partícula 
sinalizadora de 54kDa) do DNA nuclear (nDNA). Esses marcadores foram escolhidos por sua 
ampla aplicação em estudos de genética de populações de peixes (Jarman et al., 2002; Montoya-
Burgos, 2003; Liu et al., 2006; Ramírez-Macías et al., 2007; Comesaña et al., 2008). 
O DNA total dos hospedeiros foi extraído usando kit de extração EZ-DNA (Biosystems) ou 
DNeasy (Qiagen), seguindo o protocolo dos fabricantes. Dois pares de oligonucleotídeos 
iniciadores de Montoya-Burgos (2003) foram usados para amplificar e sequenciar fragmentos da 
região D-loop: DLA-D (5’-TCCYACCCCTAACTCCCAAAG-3’), DLA-R (5’-
AGTCAGGACCAARCCTTTGTGC-3’), DLB-D (5’-AGCRYCGGTCTTGTAATCCG-3’) e 
DLB-R (5’-GGYYCATCTTGACATCTTCAG-3’). A reação em cadeia da polimerase (PCR) 
para amplificação da região D-loop continha: 1−2 µl de amostra de DNA (30 ng), 0,4 mM 
dNTP, 3 mM MgCl2, 1 U Taq Polimerase (Invitrogen), PCR-buffer (1X), 0,4 pmoles de cada 
oligonucleotídeo iniciador e água autoclavada até completar volume final de 25 µl. As condições 
da PCR nessa amplificação foram as seguintes: 5 min a 95 ºC, seguidos de 35 ciclos de 30 s a 94 
ºC, 30 s a 63 ºC, 35 s a 72 ºC e extensão final de 2 min a 72 ºC. 
Um par de oligonucleotídeos iniciadores de Jarman et l. (2002) foi usado para amplificar e 
sequenciar um fragmento do gene SRP54: SRP54f1 (5’-ATGGGTGAYATYGAA-
GGACTGATWGATAAAGTCAA-3’) e SRP54r1 (5’-TTCATGATGTTYTGGAATTG-
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YTCATACATGTC-3’). A solução da PCR para amplificação desse gene continha: 1−2 µl de 
amostra de DNA (30 ng), 0,4 mM dNTP, 3 mM MgCl2, 1 U Taq Polimerase (Invitrogen), PCR-
buffer (1X), 0,4 pmoles de cada oligonucleotídeo iniciador e água autoclavada até completar 
volume final de 25 µl. As condições da PCR nessa amplificação foram as seguintes: 5 min a 95 
ºC, seguidos de 35 ciclos de 30 s a 95 ºC, 30 s a 55 ºC, 30 s a 72 ºC e extensão final de 2 min a 
72 ºC. 
Os produtos da PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% e 
purificados com kit MinElute (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. A reação de 




O estudo molecular dos parasitos foi conduzido com três marcadores de DNA: gene 
citocromo oxidase II (COII) do mtDNA, gene zinco metaloproteinase (ZMP) do nDNA e 
espaçador transcrito interno 1 (ITS1)–ITS2. O gene COII foi escolhido por demonstrar ser um 
potencial marcador molecular para estudos filogenéticos de Gyrodactylus (veja Bueno-Silva, 
capítulo I e II); e o gene ZMP por ser um marcador de ampla aplicação em estudos de genética 
de populações (Jarman et al., 2002). 
O DNA total dos parasitos foi extraído usando o kit de extração DNeasy (Qiagen), 
seguindo o protocolo do fabricante, com exceção da eluição final que foi realizada com 50 µl. Os 
oligonucletídeos iniciadores usados para amplificação e sequenciamento do gene COII foram os 
mesmos de Bueno-Silva (capítulo I): COX2F (5’-TACAYCGCCCGTCAAYYTCG-3’), 
COX2R (5’-AATAMWKATWGGCATRWAAGARTG-3’) e COX2R2 (5’-TTACCGCTT-
CCYTGAACACG-3’). A solução da PCR para amplificação desse gene continha: 3 µl de 
amostra de DNA (10−20 ng), 0,4 mM dNTP, 3 mM MgCl2, 1 U Platinum Taq (Invitrogen), 
PCR-buffer (1X), 0,4 pmoles de cada oligonucleotídeo iniciador e água autoclavada até 
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completar volume final de 25 µl. As condições da PCR nessa amplificação foram as seguintes: 5 
min a 95 ºC, seguidos de 40 ciclos de 30 s a 94 ºC, 5 s a 42−50 ºC, 45 s a 72 ºC e extensão final 
de 4 min a 72 ºC. 
Um par de oligonucleotídeos iniciadores de Jarman et l. (2002) foi usado para amplificar e 
sequenciar um fragmento do gene ZMP: ZMPf1 (5’-CATGRRTTGG-
MCATAAYTTTGGATC-3’) e ZMPr1 (5’-AKCCACARTCRCATTCYTCDCC-3’). A solução 
da PCR para amplificação desse gene continha: 2−3 µl de amostra de DNA (10−20 ng), 0,4 mM 
dNTP, 3 mM MgCl2, 1 U Platinum Taq (Invitrogen), PCR-buffer (1X), 0,6 pmoles de cada 
oligonucleotídeo iniciador e água autoclavada até completar volume final de 25 µl. As condições 
da PCR nessa amplificação foram as seguintes: 5 min a 95 ºC, seguidos de 40 ciclos de 30 s a 94 
ºC, 45 s a 50 ºC, 30 s a 72 ºC e extensão final de 1 min a 72 ºC. 
A amplificação de ITS1–ITS2 foi realizada com os iniciadores de Ziętara et al. (2000): 
ITS1 (5’-TTTCCGTAGGTGAACCT-3’) e ITS2 (5’-GGTAATCACGCTTGAATC-3’). A PCR 
para amplificação de ITS continha 3 µl de amostra de DNA, 0,4 mM dNTP, 3 mM MgCl2, 1 U 
Taq Platinum (Invitrogen), PCR–buffer (1X), 0,5 pmoles de cada iniciador e água autoclavada 
até completar volume final de 25 µl. As condições da PCR nessa amplificação foram as 
seguintes: 5 min a 95ºC, seguidos de 40 ciclos de 1min a 95ºC, 45 s a 50ºC, 1 min a 72ºC e 
extensão final de 5 min a 72ºC. 
 
2.3.3. Análise filogenética 
As sequências de DNA foram editadas com os programas Staden Package 1.7 (Bondfield et 
al., 1995, disponível em http://staden.sourceforge.net) e BioEdit 7.0.9 (Hall, 1999) e alinhadas 
com o programa MUSCLE 3.7 (Edgar, 2004) implementado no portal CIPRES 3.1 (Miller et al., 
2009, disponível em http://www.phylo.org). As filogenias resultantes das análises moleculares 
foram visualizadas e editadas com o programa FigTree 1.3.1 (Rambaut, 2009, disponível em 
http://tree.bio.ed.ac.uk). 
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Os programas jModelTest 1.1 (Posada, 2008) e ProtTest 2.4 (Abascal et al., 2005) foram 
usados, respectivamente, para selecionar o modelo mais apropriado de evolução molecular de 
nucleotídeos (TPM2uf+Γ para COII; TVM+Γ para ZMP) e aminoácidos (WAG+I para COII) 
das sequências de Gyrodactylus. O relacionamento filogenético baseado nas sequências 
nucleotídicas de COII e ZMP foi inferido por análise Bayesiana implementada no programa 
BEAST 1.6 (Drummond e Rambaut, 2007). Valores de probabilidade posterior foram estimados 
com dados particionados (COII) (uma partição para cda códon) e não particionados (ZMP), 
quatro corridas independentes com 20.000.000 de geraçõ s, amostragem a cada 1.000 árvores, 
“burn-in” de 2.000 árvores e frequência de bases estimada. Fragmentos de COII e ZMP foram 
sequenciados para duas amostras de G. corydori e usados como grupo externo nas análises 
filogenéticas. 
Fragmentos de COII foram sequenciados para amostras de G. corydori (n = 13), a fim de 
estimar a taxa evolutiva desse gene com base na datação obtida por Bueno-Silva et al. (2011) 
para o clado de G. corydori (150.000 anos). Assim, a taxa evolutiva de COII foi estimada em 
13,3% por milhão de anos (Ma). Essa taxa foi usada par inferir as datas de divergência de 
clados de espécies de Gyrodactylus com base em um modelo de relógio molecular fixo 
implementado no programa BEAST 1.6. A história demográfica das populações de Gyrodactylus 
foi inferida pelo método de coalescência Bayesiana (“B yesian skyline plots”) com os programas 
BEAST 1.6 e Tracer 1.5 (Rambaut e Drummond, 2007, disponível em http://beast.bio.ed.ac.uk), 
usando os mesmos parâmetros da análise Bayesiana descritos acima. As árvores filogenéticas 
foram simuladas usando coalescência Bayesiana e modlo de população constante. A possível 
ocorrência de mudanças na história demográfica das populações de Gyrodactylus foi também 
avaliada pelo teste de neutralidade de Tajima (D) (Tajima, 1989) e pela análise das diferenças 
pareadas (“mismatch distribution”) (Rogers e Harpending, 1992) usando o programa DnaSP 5.0 
(Librado e Rozas, 2009).  
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Análise de variância molecular (AMOVA) e estatística F (Fst) foram realizadas para 
estimar o grau de diferenciação genética intra e int rpopulações com auxílio do programa 
Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). A AMOVA e o índice Fst foram calculados com base 
na matriz de distância pareada entre haplótipos sob 10.000 permutações. A distância nucleotídica 
baseada em COII e ZMP foi inferida com o programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011, disponível 
em http://www.megasoftware.net).  
O programa TranslatorX (Abascal et al., 2010) foi usado para inferir as sequências de 
aminoácidos de COII. O relacionamento filogenético baseado nessas sequências foi inferido por 
análise Bayesiana implementada no programa BEAST 1.6. Valores de probabilidade posterior 
foram estimados a partir de duas corridas independentes com 20.000.000 de gerações, 
amostragem a cada 1.000 árvores e “burn-in” de 2.000 árvores. O teste-Z foi usado para testar a 
hipótese nula de seleção neutra em COII e ZMP com auxílio do programa MEGA 5. A variância 
das diferenças nucleotídicas (códons) foi computada sob 1.000 repetições, usando o método de 
Nei-Gojobori.    
O relacionamento filogenético das espécies de Gyrodactylus foi avaliado também pela 
análise comparativa da estrutura secundária de ITS2 (Coleman, 2009). O consenso da estrutura 
secundária de ITS2 de cada espécie foi inferido como programa RNAalifold (Bernhart et al., 
2008) implementado no servidor Vienna RNA package 2.0 (Hofacker, 2003). 
A probabilidade de especificidade ao hospedeiro das espécies de Gyrodactylus foi 
calculada pelo método de reconstrução de caráter ancestral por parcimônia (Maddison, 1995) 
com auxílio do programa Mesquite 2.7.4 (Maddison e Maddison 2010, disponível em 
http://mesquiteproject.org). Esse método permite testar se a distribuição de espécies de parasitos, 
entre hospedeiros distintos, é casual ou não. Para isso, os hospedeiros foram mapeados na árvore 
filogenética dos parasitos como se fossem caracteres. A aleatorização dos caracteres na árvore 
filogenética, realizada sob 3.000 repetições, revela a distribuição e a frequência do número de 
eventos de troca de hospedeiro. A partir desses dados, foi possível avaliar se a associação 
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parasito-hospedeiro observada é significativamente diferente daquela obtida ao acaso, i.e. se a 
espécie parasita não apresenta nenhuma especificidade pela espécie hospedeira. Uma 
distribuição significativamente diferente do acaso (P < 0,05) denota especificidade do parasito 
pela espécie hospedeira.  
O programa jModelTest 1.1 foi usado para selecionar o modelo mais apropriado de 
evolução molecular de nucleotídeos (HKY+Γ para D-loop; TrN+Γ para SRP54) das sequências 
de Scleromystax. O relacionamento filogenético baseado nas sequências de D-loop e SRP54 foi 
inferido por análise Bayesiana implementada no programa BEAST 1.6. Valores de probabilidade 
posterior foram estimados com dados não particionads, quatro corridas independentes com 
20.000.000 de gerações, amostragem a cada 1.000 árvores, “burn-in” de 2.000 árvores e 
frequência de bases estimada. Fragmentos de D-loop e SRP54 foram sequenciados para duas 
amostras de Corydoras paleatus (Jenyns, 1842) e usados como grupo externo nas análises 
filogenéticas. 
A taxa evolutiva de D-loop (0,93% por Ma), estimada por Montoya-Burgos (2003) para 
uma espécie de Siluriformes, foi usada para inferir as datas de divergência de clados de 
Scleromystax com base em um modelo de relógio molecular fixo imple entado no programa 
BEAST 1.6. A história demográfica das populações foi inferida por coalescência Bayesiana 
(“Bayesian skyline plots”) com os programas BEAST 1.6 e Tracer 1.5, usando os mesmos 
parâmetros da análise Bayesiana descritos acima. As árvores foram simuladas usando 
coalescência Bayesiana e modelo de população constante. A possível ocorrência de mudanças na 
história demográfica das populações de Scleromystax foi também avaliada pelo teste de 
neutralidade D de Tajima e pela análise das diferenças pareadas usando o programa DnaSP 5.0.  
A AMOVA e o índice Fst foram calculados com base na matriz de distância paread  entre 
haplótipos, sob 10.000 permutações, usando o programa Arlequin 3.5. A distância nucleotídica 
baseada em D-loop e SRP54 foi inferida com o programa MEGA 5.  
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Diferenças no tamanho de fragmentos de D-loop foram analisadas com o programa TRF 
4.4 (Benson, 1999), a fim de rastrear padrões de repetição em tandem(1) nas sequências de DNA. 
Possíveis variações moleculares entre populações de Scleromystax foram avaliadas também pela 
análise comparativa da estrutura secundária de D-loop. O consenso da estrutura secundária de D-
loop das populações foi inferido com o programa RNAalifold implementado no servidor Vienna 
RNA package 2.0. 
Partindo da hipótese de que possíveis variações morfológicas entre populações de parasitos 
e de hospedeiros poderiam resultar da divergência genética entre populações geograficamente 
isoladas, seria possível esperar uma correlação positiva entre o grau de divergência morfológica 
e genética das populações. Essa hipótese foi testada pelo método de correlação de Mantel das 
matrizes de distância morfométrica, genética e geográfica das populações de parasitos e 
hospedeiros. As matrizes foram permutadas (n = 1.000.000) com o programa ZT 1.1 (Bonnet e 
Van de Peer, 2002). A matriz de distância morfométrica foi calculada com base na distância 
Euclidiana das medidas morfométricas. A matriz de distância genética (em % de diferenças 
nucleotídicas) foi calculada com base em sequências de COII (parasitos) e D-loop (hospedeiros). 
A matriz de distância geográfica (em km) foi inferida a partir das coordenadas geográficas das 
populações (veja item 2.1) com auxílio do programa GDMG 1.2.3 (Ersts, 2007, disponível em 
http://biodiversityinformatics.amnh.org/open_source/gdmg). 
A análise cofilogeográfica foi conduzida apenas para S. barbatus e Gyrodactylus n.sp. 3, 






                                                




3.1. Identificação das espécies parasitas 
 
Foram coletados 313 espécimes de Gyrodactylus em S. barbatus e S. macropterus. Foram 
reconhecidas quatro espécies novas de Gyrodactylus (veja Bueno-Silva, capítulo II): 
Gyrodactylus n.sp. 1 (n = 90), Gyrodactylus n.sp. 2 (n = 124), Gyrodactylus n.sp. 3 (n = 92) e 
Gyrodactylus n.sp. 4 (n = 7). A ocorrência, prevalência e intensidade média de cada espécie 
parasita são apresentadas na Tabela 1. 
 
3.2. Estudo morfométrico 
 
3.2.1. Hospedeiros 
As distâncias morfométricas de S. barbatus e S. macropterus ão apresentadas na Tabela 2. 
O resultado da análise de componentes principais (PCA) das distâncias morfométricas de S. 
barbatus e S. macropterus revelou que os dois primeiros fatores representaram 94% da variação 
morfométrica entre as duas espécies (Tabela 3). O primeiro fator mostrou todas as variáveis com 
escores maiores que 0,7 (Tabela 4).  
O resultado da análise multivariada de variância (MANOVA) mostrou diferenças 
morfométricas significativas (F = 34,6; P < 0,001) entre as duas espécies hospedeiras. A análise 
univariada dessas medidas revelou diferenças significativas em sete distâncias morfométricas: 
distância pré-dorsal (DPD) (F = 28,7; P < 0,001), comprimento do focinho (CF) (F = 80,28; P < 
0,001), comprimento da cabeça (CC) (F = 29,96; P < 0,001), altura do corpo (AC) (F = 18,53; P 
< 0,001), comprimento da base da nadadeira dorsal (CBD) (F = 16,65; P < 0,001), comprimento 
padrão (CP) (F = 38,81; P < 0,001) e distância entre as nadadeiras dorsal e adiposa (DDAD) (F 
= 28,83; P < 0,001). O resultado da análise discriminante també  mostrou diferenças 
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significativas (Wilks’ lamba = 0,2; F = 53,61; P < 0,001) entre S. barbatus e S. macropterus em 
seis medidas morfométricas (Tabela 5), as quais permitiram distinguir ambas as espécies em 
99% dos casos, em média. A classificação morfométrica das espécies de Scleromystax coincidiu, 
em 99% dos casos, com a prévia identificação basead em características morfológicas. 
O resultado da PCA das distâncias morfométricas de S. barbatus mostrou os dois primeiros 
fatores representando 94% da variação morfométrica observada entre populações da sub-bacia da 
baía de Paranaguá e da sub-bacia do rio Nhundiaquara (T bela 6). O primeiro fator mostrou 
todas as variáveis com escores maiores que 0,7 (Tabela 7). Essas variáveis foram as mesmas que 
contribuíram para a variação morfométrica observada entre S. barbatus e S. macropterus (veja 
Tabela 4).  
O resultado da MANOVA mostrou variações morfométricas significativas entre 
populações de S. barbatus coletadas em sub-bacias (P < 0,001) e rios distintos (P < 0,001) 
(Tabela 8). O resultado da análise discriminante também revelou diferenças morfométricas 
significativas que permitiram distinguir populações de S. barbatus coletadas em sub-bacias 
(Wilks’ lamba = 0,28; F = 20,48; P < 0,001) e rios distintos (Wilks’ lamba = 0,18; F = 10,29; P 
< 0,001). Sete medidas morfométricas permitiram distinguir populações de S. barbatus de 
diferentes sub-bacias (Tabela 9) em 92% dos casos, em média. A análise univariada dessas 
medidas mostrou diferenças significativas em quatro distâncias morfométricas: comprimento da 
base da nadadeira anal (CBA) (F = 7,28; P < 0,01), comprimento padrão (CP) (F = 27,32; P < 
0,001), altura do pedúnculo caudal (APC) (F = 36,94; P < 0,001) e comprimento da base da 
nadadeira dorsal (CBD) (F = 27,92; P < 0,01). Sete medidas morfométricas permitiram 
distinguir populações de S. barbatus de diferentes rios (Tabela 10) em 83% dos casos, em média. 
A análise univariada dessas medidas mostrou diferenças significativas em cinco distâncias 
morfométricas: comprimento da base da nadadeira anal (CBA) (F = 4,32; P < 0,05), 
comprimento padrão (CP) (F = 11,92; P < 0,001), altura do pedúnculo caudal (APC) (F = 14,58; 
P < 0,001), comprimento do focinho (CF) (F = 14,2; P < 0,001) e altura do corpo (AC) (F = 
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10,29; P < 0,05). Das medidas morfométricas que permitiram distinguir populações de S. 
barbartus entre sub-bacias e rios distintos, seis medidas foram coincidentes em ambas as 
análises: comprimento da base da nadadeira anal (CBA), comprimento padrão (CP), altura do 
pedúnculo caudal (APC), altura do corpo (AC), compri ento da base da nadadeira dorsal (CBD) 
e distância pré-dorsal (DPD). Porém, o teste de Mantel mostrou pouca correlação (r2 = 0,005; P 
< 0,05) entre variação morfométrica e distância geográfica (distância por terra) das populações 
de S. barbatus. 
 
3.2.2. Parasitos 
O resultado da análise de cluster, baseado nas distâncias morfométricas de âncoras e 
ganchos de Gyrodactylus spp., revelou uma similaridade morfológica entre espécies parasitas 
que compartilham a mesma espécie hospedeira e a diferenciação morfológica entre 
suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 de localidades distintas (Fig. 3). 
O resultado da PCA das distâncias morfométricas de Gyrodactylus n.sp. 3 mostrou os três 
primeiros fatores com autovalores acima da média, representando 70% da variação morfométrica 
entre suprapopulações da sub-bacia da baía de Paranaguá e da sub-bacia do rio Nhundiaquara 
(Tabela 11). O primeiro fator mostrou quatro variáve s com escore igual ou maior que 0,7 
(Tabela 12): comprimento da curva interna da âncora (CCIA), ângulo de abertura da ponta da 
âncora (AAPA), comprimento da cabeça do gancho (CCG) e abertura da ponta do gancho 
(APG). Essas medidas estão entre aquelas que mais contribuíram para a variação morfométrica 
observada entre as quatro espécies de Gyrodactylus (Bueno-Silva, capítulo II). 
O resultado da MANOVA mostrou variações morfométricas significativas entre 
suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 coletadas em sub-bacias (P < 0,05) e rios distintos (P < 
0,001) (Tabela 13). O resultado da análise discriminante também mostrou diferenças 
morfométricas significativas que permitiram distinguir suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 
coletadas em sub-bacias (Wilks’ lambda = 0,71; F = 5,27; P < 0,01) e rios distintos (Wilks’ 
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lambda = 0,47; F = 5,85; P < 0,001). Quatro medidas morfométricas permitiram distinguir 
suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 de diferentes sub-bacias (Tabela 14) em 73%dos 
casos, em média. A análise univariada dessas medidas mostrou diferença significativa em uma 
distância morfométrica: comprimento da curva interna da âncora (CCIA) (F = 15,2; P < 0,001). 
Quatro medidas morfométricas permitiram distinguir suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 
de diferentes rios (Tabela 15) em 67% dos casos, em média. A análise univariada dessas medidas 
mostrou diferenças significativas em duas distâncias morfométricas: comprimento da curva 
interna da âncora (CCIA) (F = 9,07; P < 0,05) e ângulo de abertura da ponta da âncora (AAPA) 
(F = 15,37; P < 0,001). Das medidas morfométricas que permitiram distinguir suprapopulações 
de Gyrodactylus n.sp. 3 entre sub-bacias e rios distintos, duas medidas foram coincidentes em 
ambas análises: comprimento da curva interna da âncora (CCIA) e largura distal do gancho 
(LDG). Entretanto, o teste de Mantel mostrou pouca correlação (r2 = 0,05; P < 0,001) entre 
variação morfométrica e distância geográfica das suprapo ulações de Gyrodactylus n.sp. 3. 
 
3.3. Estudo molecular 
 
3.3.1. Hospedeiros 
Foram obtidas 56 sequências do gene SRP54, das quais 20 são de S. macropterus e 36 de S. 
barbatus (sendo 20 de S. barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá e 16 de S. barbatus da sub-
bacia do rio Nhundiaquara). As duas espécies apresentaram um fragmento de 253 pb, constituído 
de dois éxons (um com 89 pb e outro com 43 pb) e um íntron (121 pb). Os éxons apresentaram 
códon inicial ATG e códon de parada TGA. O íntron apresentou sítios dinucleotídicos inicial 
(GT) e final (AG) característicos. 
O relacionamento filogenético baseado nas sequências de SRP54 (Fig. 4), de acordo com 
análise bayesiana, mostrou suporte para dois clados de espécies de Scleromystax, os quais 
coincidiram com a prévia identificação morfológica. Além disso, a topologia resultante forneceu 
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suporte para linhagens de S. barbatus que refletiram a distribuição geográfica de populações de 
sub-bacias distintas. A divergência nucleotídica de SRP54 entre S. barbatus e S. macropterus foi 
de 3%, ao passo que a divergência nucleotídica entre populações de S. barbatus de sub-bacias 
distintas foi de 1%. 
Na análise de variabilidade interespecífica, as sequências de SRP54 de S. barbatus e S. 
macropterus apresentaram 15 sítios polimórficos (éxon + íntron). Entre as espécies, foram 
constatados sete sítios polimórficos na região dos éx ns (cinco substituições sinônimas e três 
substituições não sinônimas) e oito sítios polimórficos na região do íntron (oito mutações). Na 
análise de variabilidade intraespecífica dos éxons, S. macropterus apresentou apenas um sítio 
polimórfico e uma mutação (substituição sinônima); S. barbatus da sub-bacia da baía de 
Paranaguá apresentou cinco sítios polimórficos e seis mutações (quatro substituições sinônimas e 
duas não sinônimas); e S. barbatus da sub-bacia do rio Nhundiaquara apresentou quatro sítios 
polimórficos e quatro mutações (três substituições sinônimas e uma não sinônima). Na região do 
íntron, S. macropterus apresentou apenas um sítio polimórfico (uma mutação); S. barbatus da 
sub-bacia da baía de Paranaguá apresentou dois sítio polimórficos (duas mutações); e S.
barbatus da sub-bacia do rio Nhundiaquara apresentou dois sítio  polimórficos (duas mutações). 
O número médio de diferenças nucleotídicas (k) entre sequências de S. macropterus foi de 0,84; 
entre sequências de S. barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá foi de 2,0; e entre sequências 
de S. barbatus da sub-bacia do rio Nhundiaquara foi de 1,73. 
Foram obtidas 46 sequências da região D-loop, das qui 15 são de S. macropterus e 31 de 
S. barbatus (sendo 18 de S. barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá e 13 de S. barbatus da 
sub-bacia do rio Nhundiaquara). O tamanho total do fragmento de D-loop variou entre as 
espécies: S. macropterus apresentou 947 pb, enquanto que S. barbatus apresentou diferentes 
tamanhos, variando entre 1068 e 1289 pb.  
Populações de S. barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá apresentaram tamanhos de 
fragmento variando entre 1068–1289 pb, enquanto que populações da sub-bacia do rio 
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Nhundiaquara fragmentos variando entre 1086–1206 pb. Variações intra e interpopulacionais no 
tamanho do fragmento de D-loop de S. barbatus resultaram da presença de fragmentos de 
nucleotídeos repetidos em tandem. Foram detectados dois padrões de repetição em tandem: 
padrão I (5’-ACATATATGTATGTACTAAATACATAATATGTATAATA TT-3’), com 40 pb, 
e padrão II (5’-TATGTATAACATCACATATATATA-3’), com 24 pb. Populações de S. 
barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá apresentaram os dois pa rões de repetição em 
tandem, ao passo que populações da sub-bacia do rio Nhundiaquara apresentaram somente 
repetições do padrão I. O número de cópias do padrão I em populações da sub-bacia do rio 
Nhundiaquara (6–9 cópias) foi diferente do número de cópias observado em populações da sub-
bacia da baía de Paranaguá (5–11 cópias). Por outro lado, o número de cópias do padrão II (duas 
cópias) não variou entre populações da sub-bacia da baía de Paranaguá. Todos os fragmentos 
com repetições em tandem ocorreram na mesma porção inicial (5’) do D-loop, entre o 
sexagésimo (60°) e quingentésimo (500°) sítio. Diferentes tamanhos de fragmento revelaram 
alterações marcantes na estrutura secundária de D-loop que permitiram distinguir populações de 
S. barbatus de diferentes sub-bacias (Fig. 5).  
O relacionamento filogenético baseado nas sequências de D-loop (Fig. 6), de acordo com 
análise bayesiana, forneceu suporte para dois clados de espécies de hospedeiros, que coincidiram 
com a prévia identificação morfológica. Além disso, a topologia resultante forneceu suporte para 
linhagens de S. barbatus que refletiram a distribuição geográfica de populações de sub-bacias 
distintas (Fig. 6). A divergência nucleotídica de D-loop entre S. barbatus e S. macropterus foi de 
8%, ao passo que a divergência nucleotídica entre populações de S. barbatus de sub-bacias 
distintas foi de 0,7%. Foram detectados sete haplótipos (H1−H7) em S. macropterus e 26 
haplótipos em S. barbatus (nove haplótipos (H8−H16) de S. barbatus foram exclusivos de 
populações da sub-bacia do rio Nhundiaquara, 16 haplótipos (H18−H33) foram exclusivos de 
populações da sub-bacia da baía de Paranaguá e um haplótipo (H17) foi compartilhado por dois 
indivíduos de sub-bacias distintas) (Fig. 6). A análise concatenada de fragmentos de SRP54 e D-
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loop, de acordo com inferência bayesiana, revelou uma topologia muito semelhante àquela 
obtida com sequências de D-loop. Por essa razão, esses dados não foram mostrados aqui. 
Na análise de variabilidade interespecífica, as sequências de D-loop de S. barbatus e S. 
macropterus apresentaram 516 sítios polimórficos, sendo 114 sítios com mutações (120 
substituições) e 404 sítios com “indels” (i.e. deleções ou inserções na sequência de DNA). Na 
análise de variabilidade intraespecífica, S. macropterus apresentou 11 sítios polimórficos e 11 
mutações (10 transições e uma transversão); S. barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá 
apresentou 264 sítios polimórficos (37 sítios com substituições e 238 sítios com “indels”) e 38 
mutações (32 transições e seis transversões); e S. barbatus da sub-bacia do rio Nhundiaquara 
apresentou 142 sítios polimórficos (21 sítios com substituições e 121 sítios com “indels”) e 21 
mutações (19 transições e duas transversões). O número édio de diferenças nucleotídicas (k) 
entre sequências de S. macropterus foi de 2,3; entre sequências de S. barbatus da sub-bacia da 
baía de Paranaguá foi de 5,41; e entre sequências de S. barbatus da sub-bacia do rio 
Nhundiaquara foi de 5,14. 
A reconstrução das datas de divergência (tempo até o ancestral comum mais recente – 
TMRCA) para S. macropterus e S. barbatus, inferida com o programa BEAST 1.6 com base nas 
sequências de D-loop, sugere que essas espécies divergiram há, aproximadamente, 6,27 Ma 
(95% da densidade posterior (HPD) = 4,75–8,12 Ma). O TMRCA para os haplótipos de S. 
macropterus foi estimado em 323.000 anos (95% HPD = 170.000–53.000 anos) e para os 
haplótipos de S. barbatus em 722.100 anos (95% HPD = 500.000–970.000 anos). O TMRCA 
para os haplótipos de S. barbatus da sub-bacia do rio Nhundiaquara foi estimado em 543.100 
anos (95% HPD = 330.000–790.000 anos) e para os haplótipos de S. barbatus da sub-bacia da 
baía de Paranaguá estimado em 675.900 anos (95% HPD = 480.000–910.000 anos). 
A AMOVA mostrou pouca estruturação genética (Fst = 0,08; P = 0,05) entre populações de 
S. barbatus de sub-bacias distintas. A porcentagem de variação genética entre populações de 
diferentes sub-bacias (8,5%) foi menor do que a variação intrapopulacional (91,5%). Por outro 
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lado, a AMOVA mostrou elevada estruturação genética (Fst = 0,23; P < 0,001) entre populações 
de S. barbatus de rios distintos (sem considerar a localidade das sub-bacias). Nessa análise, a 
porcentagem de variação genética entre populações de difer ntes rios (24%) foi menor do que a 
variação intrapopulacional (76%).  
De acordo com o teste de Mantel, não houve correlação entre o grau de diferenciação 
morfológica e genética (r2 = −0,002; P > 0,05) entre populações de S. barbatus, o que sugere que 
diferenças morfométricas interpopulacionais não resultaram simplesmente de variação neutra 
entre linhagens genéticas de S. barbatus. O teste de Mantel também mostrou pouca correlação 
entre distância geográfica e diferenciação genética entre populações de S. barbatus (r2 = 0,10; P 
< 0,001).  
A análise da história demográfica (Fig. 7) e valores n gativos do teste de neutralidade D de 
Tajima para S. macropterus (D = −1,23; P > 0,05) e S. barbatus (D = −2,03; P < 0,05) sugerem 
expansão populacional nas duas espécies. Porém, o resultado significativo obtido para S. 
barbatus (P < 0,05) revelou que mutações genéticas entre populações de sub-bacias distintas não 
ocorreram sob seleção neutra (i.e. diferentemente do que seria esperado para mudanças aleatórias 
e neutras no DNA). O teste de neutralidade realizado separadamente para populações de S. 
barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá (D = −1,20; P > 0,05) e da sub-bacia do rio 
Nhundiaquara (D = −1,15; P > 0,05) também sugere a expansão demográfica dessas populações, 
porém os resultados não significativos indicam mutações genéticas intrapopulacionais sob 
seleção neutra. A análise da história demográfica dos hospedeiros mostrou que a expansão 
populacional de S. macropterus e S. barbatus ocorreu na mesma época há, aproximadamente, 
250.000 anos (Fig. 7).  
 
3.3.2. Parasitos 
A divergência nucleotídica entre espécies de Gyrodactylus, com base nos marcadores 
moleculares COII, ZMP e ITS1–ITS2, é apresentada na Tabela 16. A divergência genética entre 
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Gyrodactylus n.sp. 2 e Gyrodactylus n.sp. 3, com base em ZMP (2%) e ITS (3%), foi diferente 
daquela obtida para as outras espécies de Gyrodactylus de Scleromystax: 17% para ZMP e 29–
31% para ITS (Tabela 16). Entretanto, a análise comparativa da estrutura secundária de ITS2 
revelou diferenças moleculares interespecíficas, especialmente na hélice III, que permitiram 
confirmar o status taxonômico de Gyrodactylus n.sp. 2 e Gyrodactylus n.sp. 3 (Fig. 8). Além 
disso, as espécies variaram quanto ao número de hélic s na estrutura secundária (veja Fig. 8) e 
no tamanho de fragmento de ITS2 (Gyrodactylus n.sp. 1 com 657 pb, Gyrodactylus n.sp. 2 com 
623 pb, Gyrodactylus n.sp. 3 com 622 pb e Gyrodactylus n.sp. 4 com 663 pb).   
Foram obtidas 71 sequências do gene nuclear ZMP, das quais 16 são de Gyrodactylus n.sp. 
1, 18 de Gyrodactylus n.sp. 2 e 37 de Gyrodactylus n.sp. 3 (sendo 18 de Gyrodactylus n.sp. 3 da 
sub-bacia da baía de Paranaguá e 19 de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio Nhundiaquara). 
Não foi possível sequenciar ZMP para amostras de Gyrodactylus n.sp. 4 devido a dificuldades de 
amplificação. As três espécies de Gyrodactylus apresentaram tamanhos diferentes de fragmento 
de ZMP (Tabela 17), sendo que essa variação de tamanho ocorreu principalmente devido a 
“indels” na região do íntron (veja detalhes abaixo). Os éxons apresentaram códon inicial ATG e 
códon de parada TAA. O íntron apresentou sítios dinucleotídicos inicial (GT) e final (AG) 
característicos. 
O relacionamento filogenético de Gyrodactylus, baseado nas sequências de ZMP (Fig. 9), 
de acordo com análise bayesiana, mostrou suporte paa cl dos de espécies de parasitos, que 
coincidiram com a prévia identificação morfológica. Além disso, a topologia resultante forneceu 
suporte para linhagens de Gyrodactylus n.sp. 3 que refletiram a distribuição geográfica das
suprapopulações (Fig. 9). 
Na análise de variabilidade interespecífica, as sequências de ZMP de Gyrodactylus spp. 
apresentaram 104 sítios polimórficos (éxon + íntron). Entre as espécies, foram constatados 36 
sítios polimórficos na região dos éxons (17 substituições sinônimas, 16 substituições não 
sinônimas e três “indels”) e 68 sítios polimórficos na região do íntron (38 mutações e 31 
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“indels”). Na análise de variabilidade intraespecífica dos éxons, Gyrodactylus n.sp. 1 apresentou 
10 sítios polimórficos e 10 mutações (duas substituições sinônimas e oito não sinônimas); 
Gyrodactylus n.sp. 2 apresentou quatro sítios polimórficos e quatro mutações (duas substituições 
sinônimas e duas não sinônimas); Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia da baía de Paranaguá não 
apresentou mutações; e Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio Nhundiaquara apresentou oi  
sítios polimórficos e oito mutações (quatro substituições sinônimas e três não sinônimas). Na 
região do íntron, Gyrodactylus n.sp. 1 não apresentou mutações; Gyrodactylus n.sp. 2 apresentou 
três sítios polimórficos (três mutações); Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia da baía de Paranaguá 
apresentou dois sítios polimórficos (duas mutações); e Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio 
Nhundiaquara apresentou um sítio polimórfico (uma mutação). O número médio de diferenças 
nucleotídicas (k) entre sequências de Gyrodactylus n.sp. 1 foi de 0,58; entre sequências de 
Gyrodactylus n.sp. 2 foi de 1,64; entre sequências de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia da baía 
de Paranaguá foi de 0,22; e entre sequências de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio 
Nhundiaquara foi de 1,77.  
Surpreendentemente, a variabilidade genética intraespecífica dos éxons foi maior do que 
aquela observada para o íntron. O teste-Z de seleção neutra mostrou diferenças significativas nas 
taxas de substituição sinônima e não sinônima de ZMP entre espécies e suprapopulações de 
Gyrodactylus, sugerindo que as mutações em ZMP estão sob seleção natural. 
Foram obtidas 80 sequências do gene COII, das quais11 são de Gyrodactylus n.sp. 1, 20 de 
Gyrodactylus n.sp. 2, 45 de Gyrodactylus n.sp. 3 (sendo 18 de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia 
da baía de Paranaguá e 27 de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio Nhundiaquara) e quatro de 
Gyrodactylus n.sp. 4 (sendo uma de Gyrodactylus n.sp. 4 da sub-bacia da baía de Paranaguá e 
três de Gyrodactylus n.sp. 4 da sub-bacia do rio Nhundiaquara). Os fragmentos de COII variaram 
de tamanho entre espécies e populações de parasitos: em Gyrodactylus n.sp. 1 e Gyrodactylus 
n.sp. 2, 564 pb; em Gyrodactylus n.sp. 3, 564 pb e 576 pb (em ambas as sub-bacias); e em  
Gyrodactylus n.sp. 4, 564 pb (espécime da baía de Paranaguá) e 570 pb (espécimes da sub-bacia 
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do rio Nhundiaquara). As sequências de COII apresentaram códon inicial alternativo TTG, o que 
representa um resultado inédito para Gyrodactylus, e códon de parada TAA ou TAG. O códon de 
parada TAG foi detectado apenas em sequências de Gyrodactylus n.sp. 3 com tamanho de 
fragmento de 576 pb.  
O relacionamento filogenético baseado nas sequências de COII (Fig. 10), de acordo com 
análise bayesiana, forneceu suporte para clados de e pécies de parasitos, que coincidiram com a 
prévia identificação morfológica. Além disso, a topol gia resultante forneceu suporte para 
linhagens de Gyrodactylus n.sp. 3 que refletiram a distribuição geográfica das suprapopulações 
(Fig. 10). Foram detectados oito haplótipos (H5−H12) de COII em Gyrodactylus n.sp. 1; 11 
haplótipos (H13−H23) em Gyrodactylus n.sp. 2; 15 haplótipos em Gyrodactylus n.sp. 3, sendo 
três haplótipos (H24−H26) exclusivos da sub-bacia da baía de Paranaguá  e 12 haplótipos 
(H27−H38) exclusivos da sub-bacia do rio Nhundiaquara; e quatro haplótipos em Gyrodactylus 
n.sp. 4, sendo um haplótipo (H1) exclusivo da sub-bacia da baía de Paranaguá e três haplótipos 
(H2−H4) exclusivos da sub-bacia do rio Nhundiaquara (Fig. 10). A divergência nucleotídica de 
COII entre suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 de sub-bacias distintas foi de 4,1%, ao 
passo que a divergência nucleotídica entre suprapopulações da mesma sub-bacia foi de 0,2%. A 
análise concatenada dos genes ZMP e COII, inferida por análise bayesiana, revelou uma 
topologia muito semelhante àquela obtida com sequências de ZMP. Por essa razão, o resultado 
dessa análise concatenada não foi mostrado aqui. 
Na análise de variabilidade interespecífica, as sequências de COII das espécies de 
Gyrodactylus apresentaram 242 sítios polimórficos, sendo 226 sítios com mutações (109 
substituições sinônimas, 54 substituições não sinônimas e 16 códons complexos – com ambos 
tipos de substituição) e 16 sítios com “indels”. Naanálise de variabilidade intraespecífica, 
Gyrodactylus n.sp. 1 apresentou 10 sítios polimórficos e 10 mutações (três substituições 
sinônimas e sete não sinônimas); Gyrodactylus n.sp. 2 apresentou 11 sítios polimórficos e 11 
mutações (sete substituições sinônimas e quatro não si ônimas); Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-
 84 
bacia da baía de Paranaguá apresentou 19 sítios polimórficos, sendo sete sítios com 
substituições, sete mutações (quatro substituições sinônimas e duas não sinônimas) e 12 sítios 
com “indels”; Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio Nhundiaquara apresentou 27 sítios 
polimórficos, sendo 16 sítios com substituições, 16 mutações (sete substituições sinônimas e 
nove não sinônimas) e 12 sítios com “indels”; e Gyrodactylus n.sp. 4 apresentou 30 sítios 
polimórficos, sendo 24 sítios com substituições, 24 mutações (oito substituições sinônimas e 12 
não sinônimas) e seis sítios com “indels”. O número médio de diferenças nucleotídicas (k) entre 
sequências de Gyrodactylus n.sp. 1 foi de 3,78; entre sequências de Gyrodactylus n.sp. 2 foi de 
2,56; entre sequências de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia da baía de Paranaguá foi de 2,29; 
entre sequências de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio Nhundiaquara foi de 2,73; e entre 
sequências de Gyrodactylus n.sp. 4 foi de 13,17. 
A reconstrução filogenética baseada nas sequências de minoácidos de COII revelou uma 
topologia (Fig. 11) semelhante a da análise de nucleotídeos e suporte para clados de espécies de 
Gyrodactylus. O teste-Z de seleção neutra mostrou diferenças significativas nas taxas de 
substituição sinônima e não sinônima de COII entre espécies e suprapopulações de Gyrodactylus 
(Tabela 18), sugerindo que as mutações em COII estão sob seleção natural.    
A reconstrução das datas de divergência (TMRCA) para as espécies de Gyrodactylus, 
inferida com o programa BEAST 1.6 com base nas sequências de COII (Fig. 10), sugere que o 
ancestral comum mais recente das quatro espécies de Gyrodactylus divergiu há, 
aproximadamente, 1,6 Ma (95% HPD = 1,28–2,01 Ma) em dois clados basais: um clado 
composto por Gyrodactylus n.sp. 1 + Gyrodactylus n.sp. 2 e Gyrodactylus n.sp. 3, e outro clado 
composto exclusivamente por Gyrodactylus n.sp. 4. A divergência entre Gyrodactylus n.sp. 3 e o 
clado composto por Gyrodactylus n.sp. 1 + Gyrodactylus n.sp. 2 ocorreu há, aproximadamente, 
1,34 Ma (95% HPD = 1,05–1,67 Ma). A divergência entr  Gyrodactylus n.sp. 1 e Gyrodactylus 
n.sp. 2 ocorreu mais recentemente há, aproximadamente, 1,03 Ma (95% HPD = 0,76–1,33 Ma). 
O TMRCA para os haplótipos de Gyrodactylus n.sp. 1 foi estimado em 43.000 anos (95% HPD 
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= 20.000–70.000 anos); para os haplótipos de Gyrodactylus n.sp. 2 estimado em 47.000 anos 
(95% HPD = 20.000–80.000 anos); para os haplótipos de Gyrodactylus n.sp. 3 estimado em 
160.000 anos (95% HPD = 100.000–220.000 anos); e para os haplótipos de Gyrodactylus n.sp. 4 
estimado em 139.000 anos (95% HPD = 80.000–200.000 anos). O TMRCA para os haplótipos 
de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia da baía de Paranaguá foi estimado em 48.000 anos (95% 
HPD = 19.000-78.000 anos) e para os haplótipos de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio 
Nhundiaquara estimado em 46.000 anos (95% HPD = 22.000-7 .000 anos). 
O resultado da AMOVA sugeriu alta estruturação genética (Fst = 0,85; P < 0,001) entre 
suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 de sub-bacias distintas. A porcentagem de variação 
genética entre suprapopulações de diferentes sub-bacias (85%) foi maior do que a variação 
intrapopulacional (15%). A AMOVA também sugeriu alta estruturação genética (Fst = 0,83; P < 
0,001) entre suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 de rios distintos (sem considerar a 
localidade das sub-bacias). A porcentagem de variação genética entre suprapopulações de 
diferentes rios (83%) foi maior do que a variação intrapopulacional (17%). 
De acordo com o teste de Mantel, houve pouca correlação entre o grau de diferenciação 
morfológica e genética (r2 = 0,05; P < 0,001) entre suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3, 
sugerindo que as diferenças morfológicas não resultaram simplesmente de variação neutra entre 
linhagens genéticas de parasitos. Por outro lado, o teste de Mantel mostrou correlação positiva 
significativa entre distância geográfica e variabilidade genética (r2 = 0,94; P < 0,001) entre 
suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3. 
A análise da história demográfica (Fig. 12) e valores do teste de neutralidade D de Tajima 
para Gyrodactylus n.sp. 1 (D = 0,46; P > 0,05), Gyrodactylus n.sp. 3 (D = 1,98; P > 0,05) e 
Gyrodactylus n.sp. 4 (D = 0,06; P > 0,05), com exceção de Gyrodactylus n.sp. 2 (D = −0,61; P > 
0,05), indicam uma retração no tamanho efetivo populacional(2) dessas espécies. Porém, o teste 
de neutralidade realizado separadamente para suprapopul ções de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-
                                                
(2) Tamanho efetivo populacional: número de indivíduos que contribuem para a variabilidade genética da população. 
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bacia da baía de Paranaguá (D = 0,43; P > 0,05) e da sub-bacia do rio Nhundiaquara (D = −1,39; 
P > 0,05) mostrou resultados distintos. Por outro lad, o teste de neutralidade realizado com base 
na taxa de substituições sinônimas (dS) e não sinônimas (dN) de COII revelou mutações 
genéticas sob seleção purificadora (dN < dS; P < 0,01) em Gyrodactylus n.sp. 3; para as outras 
espécies o teste não revelou resultados significativos. A reconstrução da história demográfica 
revelou um padrão semelhante entre espécies de Gyrodactylus: redução no tamanho efetivo 
populacional, seguida de expansão demográfica recente (há 5.000 anos) (Fig. 12). Essa expansão 
demográfica parece estar relacionada com um aumento nas taxas de mutações sinônimas e não 
sinônimas de COII, como revelou o teste de neutralidade D de Tajima para dN/dS de 
Gyrodactylus n.sp. 1 (D = −0,18), Gyrodactylus n.sp. 2 (D = −0,10), Gyrodactylus n.sp. 3 (D = 
−0,21) e Gyrodactylus n.sp. 4 (D = −2,72). 
A análise comparativa da história demográfica de parasitos e hospedeiros revelou 
incongruências entre a flutuação demográfica de espécies de Gyrodactylus e Scleromystax 
durante a última Era Glacial (entre 10.000–125.000 anos atrás) (Fig. 13). Por outro lado, as 
populações de Gyrodactylus e Scleromystax compartilharam um evento de expansão 
demográfica recente que ocorreu há, aproximadamente, 5.000 anos (Fig. 13). 
 
3.3.3. Associação parasito-hospedeiro 
A análise da associação entre Gyrodactylus spp. e Scleromystax spp., inferida com o 
programa Mesquite 2.7.4, revelou espécies parasitas com alta especificidade ao hospedeiro e 
eventos casuais de troca de hospedeiro (Fig. 14). A otimização mais parcimoniosa dos 
hospedeiros S. barbatus e S. macropterus sobre o cladograma da análise bayesiana de COII 
resultou em quatro eventos de dispersão (i.e. troca de hospedeiro) (Fig. 14). Esse número de 
eventos de dispersão foi significativamente diferente (P < 0,001) do número de eventos 
esperados se a distribuição das espécies de Gyrodactylus entre S. barbatus e S. macropterus 
fosse aleatória (veja a distribuição das frequências n  Fig. 15). Gyrodactylus n.sp. 1 e 
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Gyrodactylus n.sp. 2 aparecem quase que exclusivamente associadas à S. macropterus, com 
exceção de alguns poucos espécimes (n = 3) coletados em S. barbatus. Gyrodactylus n.sp. 3 
aparece quase que exclusivamente associada à S. barbatus, com exceção de alguns poucos 
espécimes (n = 3) coletados em S. macropterus. Gyrodactylus n.sp. 4 apareceu associada 




4.1. Associação parasito-hospedeiro e adaptação morfológica em parasitos 
 
A análise da associação parasito-hospedeiro revelou alta especificidade de Gyrodactylus 
spp. por Scleromystax spp. e eventos casuais de troca de hospedeiro. Os resultados sugerem que 
diferenças locais na associação parasito-hospedeiro estã  mais relacionadas com a presença de 
um hospedeiro alternativo (i.e. possibilidade de troca de hospedeiro) do que com o isolamento 
geográfico das populações, o que rejeita a hipótese (i) desse estudo. Embora a troca de 
hospedeiro seja um evento comum entre Gyrodactylus spp. (Ziętara e Lumme, 2002; Boeger et 
al., 2003; Huyse et al., 2003; Meinilä et al., 2004; Bueno-Silva et al., 2011), constatou-se que 
Gyrodactylus n.sp. 1 e Gyrodactylus n.sp. 2 demonstraram alta especificidade à S. macropterus, 
independentemente da presença de S. barbatus. Com base em outros estudos com Gyrodactylus 
spp. (Desdevises et al., 2002; Boeger et al., 2003; Fallon et al., 2003, Bueno-Silva et al., 2011), 
acredita-se que a ocorrência de alguns poucos espécimes de Gyrodactylus n.sp. 1 e Gyrodactylus 
n.sp. 2 em S. barbatus pode estar relacionada a uma transferência casual de parasitos entre 
hospedeiros simpátricos distintos. Espécies de Callichthyidae geralmente apresentam 
comportamento social e agrupam-se em cardumes (obs. pes.; Paxton, 1997; Kaatz e Lobel, 1999; 
Breeland, 2007 – tese, Texas Tech University), o que pode facilitar a transmissão de parasitos 
entre hospedeiros distintos. Por outro lado, populações de S. barbatus que não ocorreram em 
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simpatria com S. macropterus, abrigaram exclusivamente espécimes de Gyrodactylus n.sp. 3 e 
Gyrodactylus n.sp. 4, independentemente da localização geográfica das populações. Esses 
resultados corroboram as observações de Bakke et al. (2002, 2007), de que algumas espécies de 
Gyrodactylus podem exibir alta especificidade ao hospedeiro, mesmo quando os parasitos têm a 
oportunidade de explorar outras espécies de hospedeiro em simpatria. Esses resultados 
evidenciam ainda que a associação Gyrodactylus-Scleromystax é definida por uma combinação 
de fatores históricos (e.g. especificidade ao hospedeiro) e ecológicos (e.g. oportunidade de troca 
de hospedeiro). 
A análise de cluster das características morfométricas de estruturas esclerotizadas do háptor 
(i.e. âncoras e ganchos) revelou uma similaridade morfológica entre Gyrodactylus spp. 
parasitando a mesma espécie hospedeira. Esse resultado mostrou que a especificidade ao 
hospedeiro refletiu na adaptação morfológica de âncoras e ganchos de Gyrodactylus spp. entre 
espécies distintas de Scleromystax, o que confirma a correlação existente entre a variabilidade 
morfológica de estruturas esclerotizadas do háptor e especificidade ao hospedeiro em espécies de 
Monogenoidea (Malmberg, 1970; Mariniello et al., 2004; Kaci-Chaouch et al., 2008; Olstad et 
al., 2009; Poisot e Desdevises, 2010; Bueno-Silva et al., 2011). 
 
4.2. Variabilidade genética parasito-hospedeiro: estruturação geográfica, codivergência 
adaptativa e demografia histórica 
 
A análise filogenética dos hospedeiros, baseada nos marcadores moleculares SRP54 e D-
loop, reconheceu clados de Scleromystax associados às espécies S. barbatus e S. macropterus e à 
distribuição geográfica de populações de S. barbatus, o que confirma a hipótese (iii) desse 
estudo. No entanto, a baixa estruturação genética observada entre populações de S. barbatus de 
sub-bacias distintas pode estar relacionada com fatores históricos e ambientais que alteraram a 
estrutura e a diversidade genética das populações (Montoya-Burgos, 2003; Comesaña et al., 
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2008; Rodrigues et al., 2008; von der Heyden et al. 2010). Porém, a região D-loop apresenta alta 
variação em sua taxa evolutiva (0,93−100% por Ma) entre diversos grupos de peixes (Montoya-
Burgos, 2003; Liu et al., 2006) e, por esse motivo, é necessário ter cautela ao interpretar dados 
que sugerem pouca ou nenhuma estruturação genética entre populações geograficamente 
isoladas (sensu von der Heyden et al., 2010). No cas de S. barbatus, em que populações de sub-
bacias distintas estão separadas por uma barreira geográfica (e.g. Serra da Prata) a uma distância 
média de 32 km, a baixa divergência genética entre as populações (0,7%) pode estar relacionada 
com eventos recentes de expansão demográfica e/ou gargalo genético (Zhang et al., 2006; 
Rodrigues et al., 2008).  
Eventos de expansão demográfica recente (~ 250.000 anos) observados em populações de 
S. barbatus e S. macropterus, sugerem que um aumento simultâneo no tamanho efetivo 
populacional dessas espécies está relacionado com fat res ambientais (e.g. alterações climáticas 
ou geológicas) daquela época. Alguns estudos têm sugerido que mudanças climáticas drásticas 
durante o Pleistoceno (época entre 10.000 e 1.800.00  anos atrás) podem ter exercido forte 
influência na distribuição e flutuação demográfica de espécies de peixes em várias regiões do 
mundo (Hewitt, 2000; Lecomte et al., 2004; Liu et al., 2006). De acordo com Suguio et al. 
(1985), introgressões marinhas ocorridas durante o P ríodo Quaternário (entre o Pleistoceno e 
Holoceno) desempenharam um papel importante na formação da costa litorânea da América do 
Sul. Ribeiro (2006) também destacou que as introgressões marinhas contribuíram para a 
dispersão de diversas espécies de peixes entre difer ntes regiões da costa litorânea brasileira. 
Como S. barbatus e S. macropterus são encontrados exclusivamente em rios costeiros da 
planície litorânea do sudeste e sul do Brasil (Reis, 2003), é possível que populações de ambas as 
espécies estivessem sob influência de flutuações do nível do mar durante o Quaternário (sensu 
Hewitt, 2000). Com base nos dados de Dawson (1992) e Hewitt (2000), foi possível constatar 
que o padrão comum de expansão populacional de S. barbatus e S. macropterus corresponde a 
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um período interglacial (130.000–250.000 anos), entre o final do Pleistoceno e início do 
Holoceno, que pode ter possibilitado a dispersão das espécies e a ocupação de novos ambientes. 
A reconstrução das datas de divergência dos haplótipos de S. macropterus e S. barbatus 
confirma o resultado acima a respeito da recente expansão populacional das espécies 
hospedeiras. Embora ambas as espécies tenham divergi o há pouco mais de 6 Ma (entre o final 
do Mioceno e início do Plioceno), os haplótipos de S. barbatus e S. macropterus divergiram mais 
recentemente, há pouco menos de 1 Ma (no início do Pleistoceno). Eventos de gargalo genético 
ou efeito fundador, que antecederam a recente expansão demográfica de S. barbatus e S. 
macropterus, parecem estar relacionados com um período de glaciação (há mais de 250.000 
anos), no final do Pleistoceno (Dawson, 1992; Hewitt, 2000), quando possivelmente essas 
espécies experimentaram uma redução em seu tamanho efetiv  populacional.   
Embora a AMOVA tenha mostrado baixa estruturação genética entre populações de S.
barbatus de sub-bacias distintas, a análise da estrutura secundária de D-loop e da distribuição 
dos haplótipos sugerem o contrário. A análise da estrutura secundária de D-loop mostrou que 
populações originárias da mesma sub-bacia apresentam uma conformação estrutural mais 
semelhante entre si em comparação com populações de outra sub-bacia. Esse resultado revelou a 
importância da análise da estrutura secundária de D-loop (sensu Rocha-Olivares et al., 2005) 
como uma ferramenta complementar na diferenciação de populações geograficamente distantes. 
As diferenças observadas na estrutura secundária foram resultantes de variações no tamanho do 
fragmento de D-loop, devido a (i) inserções/deleções na sequência de DNA e (ii) a presença de 
fragmentos repetidos em tandem. Essa diferença de tamanho nos fragmentos de D-loop, 
conhecida como heteroplasmia, têm sido amplamente obs rvada em várias espécies de peixes 
(Árnason e Rand, 1992; Faber e Stepien, 1998; Nesbø t al., 1998; Brzuzan, 2000; Ludwig et al., 
2000; Hoarau et al., 2002; Chen et al., 2004; Ponce et al., 2008; Shui et al., 2008). Embora a 
região D-loop seja responsável por controlar a replicação e transcrição do mtDNA, possíveis 
variações no tamanho de fragmento, geralmente atribuídas a erros de replicação (Buroker et al., 
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1990), são comumente observadas em D-loop de várias espécies de vertebrados (Moritz et al., 
1987). Contudo, segundo Sbisà et al. (1997), a região D-loop está suscetível a tolerar eventos de 
deleção/inserção no DNA sem necessariamente comprometer sua função como região controle 
do mtDNA. Da mesma forma, Lee et al. (1995) argumentaram que possíveis alterações na 
estrutura secundária de D-loop devem influenciar pouco na sua funcionalidade, já que os sítios 
de interação DNA-proteína (e.g. fatores de transcrição do DNA) geralmente se mantêm 
conservados entre espécies. O padrão de repetições em tandem em S. barbatus é consistente com 
as observações de Lee et al. (1995), de que existe uma pressão seletiva para manter as 
inserções/deleções na porção inicial (5’) ou final (3’) do D-loop, como um mecanismo de evitar 
modificações estruturais nos sítios de interação DNA-proteína, que estão localizados na porção 
central do D-loop. 
A análise comparativa de fragmentos de D-loop de S. barbatus demonstrou que repetições 
em tandem podem ser muito úteis em inferência filogenética, permitindo até mesmo distinguir 
populações de áreas geográficas distintas, como demonstrou Faber e Stepien (1998) para 
populações de uma espécie de Perciformes. Os dados genéticos de D-loop de Scleromystax spp. 
corroboram as observações de Sbisà et al. (1997), de que deleções e inserções de diferentes 
tamanhos em D-loop tornam essa região suscetível a mec nismos de expansão de DNA, o que 
pode ser muito útil na compreensão da diversificação genética e distribuição geográfica de 
populações de peixes.   
A análise filogenética dos parasitos, baseada nos marcadores moleculares ZMP e COII, 
permitiu reconhecer clados de parasitos associados às e pécies de Gyrodactylus e à distribuição 
geográfica de suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3, o que confirma a hipótese (iii) desse 
estudo. Diferentemente do resultado obtido para os h pedeiros, as suprapopulações de 
Gyrodactylus n.sp. 3 originárias de localidades distintas apresentaram elevado grau de 
estruturação genética. Essa divergência entre dados moleculares de hospedeiros e parasitos pode 
estar relacionada com algumas características biológicas de Gyrodactylus que contribuem para a 
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manutenção de altas taxas de diversificação genética, tais como hiperviviparidade, curto tempo 
de geração (~ 4 dias) e capacidade de dispersão durante toda fase da vida (Cable e Harris, 2002; 
Bakke et al., 2002, 2007; Boeger et al., 2003). Diferenças na história natural das espécies 
também poderiam explicar possíveis divergências na variabilidade genética entre parasitos e 
hospedeiros (Whiteman et al., 2007). No entanto, ao contrário do observado para os hospedeiros, 
houve uma correlação significativa entre a distância geográfica e a estruturação genética de 
suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3. 
A baixa diversidade genética de ZMP (2%) e ITS (3%) entre Gyrodactylus n.sp. 2 e 
Gyrodactylus n.sp. 3, em comparação com as outras espécies de Gyrodactylus de Scleromystax, 
poderia indicar (i) hibridização entre as duas espécies, ou (ii) que essas espécies descendem de 
uma linhagem ancestral comum que divergiu recentemente, como sugerido por Bueno-Silva 
(capítulo II). Os critérios usados por Ziętara e Lumme (2003) para distinguir espécies críptias 
de Gyrodactylus foram aplicados aqui para analisar as duas hipóteses acima. De acordo com os 
autores, espécies de Gyrodactylus podem ser distinguidas com base em três critérios: (i) 
diferenças consistentes no DNA; (ii) diferenças consistentes na morfologia dos ganchos; e (iii) 
alta especificidade ao hospedeiro. Os dados morfométricos e moleculares de Gyrodactylus n.sp. 
2 e Gyrodactylus n.sp. 3 atendem satisfatoriamente aos critérios (ii) e ii) e, de forma parcial, ao 
critério (i) de Ziętara e Lumme (2003). A baixa divergência genética de ZMP e ITS observada 
entre suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 2 e Gyrodactylus n.sp. 3 de sub-bacias distintas 
descarta, entretanto, a hipótese de hibridização entre as espécies. Diferenças interespecíficas na 
estrutura secundária de ITS2, principalmente na hélice III, confirmaram o status taxonômico das 
espécies de Gyrodactylus (Coleman et al., 2009). Considerando a taxa evolutia de ITS (5,5% 
por Ma) inferida por Ziętara e Lumme (2002), os resultados sugerem, portant, que 
Gyrodactylus n.sp. 2 e Gyrodactylus n.sp. 3 descendem de uma linhagem ancestral comum que 
divergiu recentemente (há menos de 1 Ma) entre espécies distintas de Scleromystax, o que 
confirma a segunda hipótese acima. Esses dados são consistentes com um cenário de especiação 
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alopátrica em Gyrodactylus, no qual uma linhagem ancestral parasita pode ter colonizado e se 
adaptado a diferentes espécies hospedeiras (Brooks e McLennan, 1993; Huyse et al., 2005). 
Eventos de troca de hospedeiro podem ter contribuído para a adaptação de linhagens de 
Gyrodactylus entre hospedeiros distintos (Boeger et al., 2003; Meinilä et al., 2004; Bueno-Silva 
et al., 2011), resultando assim na especiação de Gyrodactylus n.sp. 2 e Gyrodactylus n.sp. 3 entre 
diferentes espécies de hospedeiros, S. macropterus eS. barbatus.      
A reconstrução das datas de divergência dos parasitos revelou que as espécies de 
Gyrodactylus de Scleromystax divergiram, aproximadamente, 4,5 milhões de anos depois das 
espécies hospedeiras, o que descarta a possibilidade de coespeciação parasito-hospedeiro. Por 
outro lado, as datas de divergência de haplótipos de Gyrodactylus n.sp. 3 e Gyrodactylus n.sp. 4 
de sub-bacias distintas (100.000–200.000 anos) sugerem que essas espécies compartilharam uma 
história biogeográfica comum. Haplótipos de Gyrodactylus n.sp. 3 e Gyrodactylus n.sp. 4 de 
sub-bacias distintas divergiram, simultaneamente, após à expansão demográfica da espécie 
hospedeira (S. barbatus), em um período interglacial durante o Pleistoceno (Dawson, 1992; 
Hewitt, 2000). Esse resultado mostrou que a divergência genética entre populações de 
hospedeiros e parasitos não está apenas sob efeito de processos de vicariância (e.g. surgimento 
de barreiras geográficas), mas também a fatores paleoclimáticos que, provavelmente, 
influenciaram na dispersão de populações entre áreas geográficas distintas.  
A análise comparativa da história demográfica das populações revelou incongruências 
entre as flutuações demográficas de Gyrodactylus e Scleromystax. Esse resultado mostrou que a 
história demográfica de parasitos e hospedeiros não é necessariamente congruente entre si, o que 
rejeita a hipótese (iv) desse estudo. Vários cenários poderiam explicar as incongruências entre a 
história demográfica recente das populações de Gyrodactylus e Scleromystax: (i) uma recente 
associação parasito-hospedeiro, em que populações de parasitos estão inicialmente sujeitas a um 
estágio de maladaptação (e.g. período de adaptação ao h spedeiro) (Crespi, 2000; Thompson et 
al., 2002); (ii) um aumento na diversidade genética dos hospedeiros (e.g. expansão demográfica) 
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poderia favorecer a seleção de genótipos raros, aos quai  os parasitos são insuficientemente 
adaptados, provocando uma desigualdade temporal na frequência genotípica de populações de 
parasitos (e.g. deriva genética) (Thompson et al., 2002); (iii) a reconstrução das datas de 
divergência (TMRCA) sugere que a associação entre espécies de Gyrodactylus e Scleromystax 
ocorreu durante um período de glaciação no Pleistocno (11.000–130.000 anos) (Dawson, 1992; 
Hewitt, 2000), que poderia ter limitado a expansão demográfica de espécies de Gyrodactylus 
devido às condições climáticas daquela época. De todos esses, os cenários (ii) e (iii) parecem 
esclarecer melhor os resultados obtidos nesse estudo. O fato de diferentes espécies de 
Gyrodactylus terem experimentado uma expansão populacional simultânea (há 5.000 anos) 
sugere a influência de fatores ambientais na flutuação demográfica das espécies. 
Interessantemente, os dados mostraram que a expansão populacional das espécies de 
Gyrodactylus coincide com um período de intenso degelo durante o Holoceno (entre 5.000–
7.000 anos atrás) e com a estabilização do nível do mar (Dawson, 1992). A análise comparativa 
da história demográfica de parasitos e hospedeiros sugere, dessa forma, que retrações e 
expansões populacionais em Gyrodactylus spp. e Scleromystax spp. estão associadas, 
respectivamente, com períodos glaciais e interglaciais ( .e. ciclos de glaciação e degelo a cada 
100.000 anos) entre o final do Pleistoceno e parte do Holoceno (entre 5.000–250.000 anos atrás) 
(Imbrie et al., 1992; Petit et al., 1999; Glennon et al., 2008; Hickerson et al., 2010). 
A expansão demográfica das suprapopulações de Gyrodactylus parece, ainda, refletir um 
aumento nas taxas de mutações sinônimas e não sinônimas em COII, sugerindo que a 
diversificação de Gyrodactylus está associada a eventos de codivergência adaptativ. Segundo 
Kita et al. (1997), helmintos parasitos exibem uma gr nde variedade de mecanismos para 
obtenção de energia metabólica (via citocromo oxidase), a qual desempenha um papel 
importante na adaptação da espécie parasita ao seu meio ambiente. Alguns autores têm 
demonstrado que eventos de cladogênese estão associados om uma elevada taxa evolutiva em 
citocromo oxidase (e.g. aumento no número de substit ições não sinônimas) em diferentes 
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espécies de animais (Adkins et al., 1996; Blier et al., 2001; Rawson e Burton, 2002; Doan et al., 
2004). Kita et al. (1997) comentaram que algumas mutações na sequência de aminoácidos de 
citocromo oxidase podem influenciar no grau de resistência do parasito a determinados agentes 
inibidores da cadeia respiratória celular. Embora não existam, até o presente momento, estudos 
sobre o efeito de mutações genéticas de citocromo oxidase em espécies de Monogenoidea, os 
dados de Rawson e Burton (2002) fornecem subsídios para compreender os resultados obtidos 
com espécies de Gyrodactylus. Rawson e Burton (2002) descobriram que algumas mutações na 
sequência de aminoácidos de citocromo oxidase foram suficientes para modificar a 
especificidade da proteína entre populações distinta  de copépoda. Os resultados sugerem, 
portanto, que a alta diversidade genética de COII em Gyrodactylus reflete a coadaptação de 
espécies e linhagens parasitas entre hospedeiros e ambientes geográficos distintos, o que 
confirma a hipótese (ii) desse estudo. 
   
4.3. Variabilidade morfológica parasito-hospedeiro: variação fenotípica entre populações    
 
A análise morfométrica dos hospedeiros revelou diferenças significativas entre populações 
de S. barbatus de rios e sub-bacias distintas. Esse resultado mostrou que a divergência 
morfológica entre populações de Scleromystax está associada ao habitat, o que confirma dados 
de outros estudos sobre o papel da estruturação geográfica na variabilidade morfológica de 
populações de peixes (Strauss, 1985; Robinson e Wilson, 1994; Smith e Skúlason, 1996; 
Langerhans et al., 2003; Shibatta e Hoffmann, 2005). Os dados obtidos por Shibatta e Hoffmann 
(2005), por exemplo, permitiram aos autores distinguir populações de C. paleatus de diferentes 
bacias hidrográficas do estado do Paraná com base na análise comparativa de características 
morfométricas. Embora exista uma base genética para a variabilidade morfológica em espécies 
de peixes (Robinson e Wilson, 1994; Smith e Skúlason, 1996), os resultados sugerem que fatores 
ambientais locais podem ter contribuído muito mais n  variação fenotípica de populações de S. 
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barbatus, pois a variação morfométrica pareceu pouco relacion da com a distância geográfica e 
genética entre populações. De acordo com Langerhans et al. (2003), diferenças entre habitats 
(e.g. oportunidade de forrageamento, competição intraespecífica) podem criar pressões seletivas 
locais que resultam na diferenciação morfológica de populações coespecíficas. Os dados 
sugerem, deste modo, que a variabilidade morfométrica entre populações de S. barbatus pode 
resultar de padrões locais de crescimento (sensu Shibatta e Hoffmann, 2005), em função do 
isolamento geográfico das populações (e.g. pouco flx  gênico entre populações) e de condições 
ambientais distintas.  
O resultado da análise morfométrica dos parasitos revelou diferenças significativas entre 
âncoras e ganchos de suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 coletadas em diferentes rios e 
sub-bacias. Contudo, as incongruências entre a topologia molecular e morfológica de 
suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 sugerem a influência de outros fatores na vari bilidade 
morfológica de estruturas esclerotizadas do háptor em Gyrodactylus. Esse resultado está em 
conformidade com outros estudos, os quais têm evidenciado que a plasticidade fenotípica em 
âncoras e ganchos de Monogenoidea está associada a f tores abióticos e/ou bióticos (Malmberg, 
1970; Mo, 1991a, b; Rohde, 1991; Perera, 1992; De Me ûs et al., 1993; Harris, 1998; Geets et 
al., 1999; Dmitrieva e Dimitrov, 2002; Huyse e Volckaert, 2002; Dávidová et al., 2005; 
Robertsen et al., 2007; Bueno-Silva et al., 2011). Estudos recentes de Olstad et al. (2009) e 
Bueno-Silva et al. (2011), por exemplo, evidenciaram  influência da espécie hospedeira na 
variabilidade morfométrica de âncoras e ganchos de espécies de Gyrodactylus. Segundo os 
autores, a variabilidade morfométrica de estruturas esclerotizadas do háptor reflete a adaptação 
do parasito ao seu hospedeiro. Os resultados sugerem, portanto, que a variação morfométrica de 
âncoras e ganchos não está associada somente à variação genética e à distância geográfica entre 
suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3, mas sim a uma combinação de fatores ambientais e 
genéticos que podem definir padrões locais de crescim nto, como também observado para os 
hospedeiros, o que confirma parcialmente a hipótese (iii) desse estudo. 
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Os dados morfológicos de Gyrodactylus e Scleromystax podem, ainda, fornecer evidências 
para as observações de Agrawal (2001) e Thompson (2005), de que a variação morfométrica 
entre populações resulta da adaptação local parasito-hospedeiro (i.e. influência de fatores 
ambientais e diferenças espaciais ou temporais na associ ção parasito-hospedeiro). De acordo 
com Agrawal (2001), a evolução da plasticidade fenotípica adaptativa contribui potencialmente 




Hipótese (I): A associação parasito-hospedeiro varia entre populações geograficamente 
isoladas? 
Os resultados desse estudo mostraram que a estruturação geográfica é um fator 
determinante da diferenciação genética e morfológica de populações de Gyrodactylus e 
Scleromystax. Entretanto, os dados revelaram que possíveis diferenças locais na associação 
parasito-hospedeiro estão mais relacionadas com eventos de troca de hospedeiro do que com o 
isolamento geográfico das populações. 
 
Hipótese (II): O isolamento geográfico das populações reflete a codivergência adaptativa de 
linhagens de parasitos e seus hospedeiros? 
A análise da evolução molecular de COII e D-loop mostrou que a diversificação genética 
de populações de Gyrodactylus e de Scleromystax foi dirigida essencialmente por seleção 
natural. No caso de Gyrodactylus, altas taxas de evolução molecular em COII podem estar 
relacionadas com características biológicas das espécies (e.g. hiperviviparidade e curto tempo de 
geração), que favorecem o rápido acúmulo de mutações no DNA. De acordo com Avise et al. 
(1987), genes mitocondriais responsáveis pela produção de energia metabólica (e.g. citocromos 
oxidase) podem apresentar mutações genéticas sob seleção natural. No caso de S. barbatus, as 
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diferenças genéticas em D-loop foram detectadas princi almente entre populações de sub-bacias 
distintas, o que evidenciou como o isolamento geográfico contribuiu para a estruturação genética 
das populações. Os resultados mostraram, portanto, que a diversificação genética observada 
entre populações de Gyrodactylus e de Scleromystax reflete a codivergência adaptativa de COII e 
D-loop (i.e. coadaptação genética de parasitos e hospedeiros entre ambientes geográficos 
distintos). 
 
Hipótese (III): O grau de diferenciação genética e morfológica está relacionado ao isolamento 
geográfico das populações? 
Os resultados revelaram que o grau de diferenciação genética e morfológica em espécies de 
Gyrodactylus e de Scleromystax está relacionado ao isolamento geográfico das populações. No 
entanto, a baixa correlação observada entre variação morfométrica e distância geográfica das 
populações, sugere que a diversificação morfológica de parasitos e hospedeiros também é 
determinada por fatores ambientais locais. Além disso, o conjunto de dados moleculares e 
morfométricos pode ainda fornecer evidências que contribuam para as hipóteses da teoria do 
mosaico geográfico de coevolução (Thompson, 1999, 2005). O padrão de variação genética e 
morfológica observado entre populações de Scleromystax e de Gyrodactylus é comparável ao de 
outros estudos, cujos resultados têm considerado a estruturação geográfica um fator determinante 
da adaptação local de populações de parasitos e hosp deiros (Kaltz e Shykoff, 1998; Althoff e 
Thompson, 1999; Gandon e Michalakis, 2002; Dybdahl e Storfer, 2003; Prugnolle et al., 2005; 
Sánchez, 2005; Nuismer, 2006; Johnson et al., 2007; Ruano et al., 2011). De acordo com 
Thompson (2005), a adaptação local é o ponto de partida da dinâmica coevolutiva em mosaico 
geográfico, pois à medida que as populações interagem mutuamente, pressões seletivas locais 
promovem, ao longo do tempo, a diversificação de populações de parasitos e hospedeiros. 
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Hipótese (IV): A história demográfica das populações d  parasitos é congruente com a de seus 
hospedeiros? 
Uma possível relação entre eventos de retração-expansão populacional e ciclos de 
glaciação-degelo no Período Quaternário, mostrou que as flutuações climáticas ocorridas durante 
o Pleistoceno e Holoceno devem ter exercido forte influência na densidade demográfica de 
espécies de Gyrodactylus e de Scleromystax. A atual distribuição geográfica de espécies de 
Gyrodactylus e de Scleromystax, no litoral sul do Brasil, sugere que flutuações do nível do mar, 
ocorridas durante o Quaternário, também podem ter influenciado na distribuição das populações 
entre diferentes regiões da bacia litorânea do Paraná. Dados geomorfológicos das sub-bacias da 
baía de Paranaguá e do rio Nhundiaquara (Bigarella, 2001; Maack, 2001) sugerem que o 
isolamento geográfico entre populações de sub-bacias distintas deve ter ocorrido, pelo menos, no 
início do Pleistoceno (há aproximadamente 1.800.000 anos), quando iniciou o soerguimento de 
massa continental da bacia litorânea. Contudo, evidênc as genéticas associadas a dados 
paleoclimáticos sugerem que o isolamento geográfico entre populações de sub-bacias distintas 
ocorreu mais recentemente, após o soerguimento de pssíveis barreiras geográficas (e.g. Serra da 
Prata), como resultado da influência de variações climáticas (e.g. ciclos de glaciação e degelo) e 
flutuações do nível do mar durante o Período Quaternário. Os resultados mostraram que a 
história demográfica dos parasitos não é necessariamente congruente com a de seus hospedeiros, 
pois fatores paleoclimáticos e históricos (e.g. associação parasito-hospedeiro) parecem ter 
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Legenda das Figuras 
 
Fig. 1. Imagem de satélite da baía de Paranaguá, estado do Paraná, mostrando a área de estudo. 
Os números correspondem aos locais de coleta: (1) rio Marumbi, município de Morretes; (2) rio 
do Pinto, município de Morretes; (3) rio Ribeirão, município de Paranaguá; (4) rio Fortuna, 
município de Pontal do Paraná. Fonte do mapa: Google Maps (http://maps.google.com.br). 
 
Fig. 2. Distâncias morfométricas obtidas para os hospedeiros Scleromystax barbatus e 
Scleromystax macropterus. CF = comprimento do focinho; CC = comprimento da cabeça; DPD 
= distância pré-dorsal; AC = altura do corpo; CBD = comprimento da base da nadadeira dorsal; 
DDAD = distância entre as nadadeiras dorsal e adiposa; CBA = comprimento da base da 
nadadeira anal; APC = altura do pedúnculo caudal; CP = comprimento padrão. 
 
Fig. 3. Dendograma da análise de cluster baseada nas distância  morfométricas de âncoras e 
ganchos de espécies de Gyrodactylus de Scleromystax macropterus e Scleromystax barbatus. (A) 
Espécies de Gyrodactylus coletadas em S. barbatus. (B) Grupo representado por espécimes de 
Gyrodactylus n.sp. 3 coletados, em sua maioria, na sub-bacia da baía de Paranaguá. (C) Grupo 
representado por espécimes de Gyrodactylus n.sp. 3 coletados, em sua maioria, na sub-bacia do 
rio Nhundiaquara. (D) Espécies de Gyrodactylus coletadas em S. macropterus. As cores e siglas 
dos táxons representam as espécies parasitas: em azul, Gyrodactylus n.sp. 1 (G1); em vermelho, 
Gyrodactylus n.sp. 2 (G2); em verde, Gyrodactylus n.sp. 3 (G3); em preto, Gyrodactylus n.sp. 4 
(G4). As letras iniciais de cada táxon indicam os hpedeiros (M = S. macropterus; B = S. 
barbatus), e as letras finais a localidade (P = sub-bacia da baía de Paranaguá; N = sub-bacia do 
rio Nhundiaquara – destacado em fundo cinza). O asterisco (*) indica espécimes de parasitos 
coletados em uma espécie hospedeira diferente da maioria de seus coespecíficos.     
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Fig. 4. Cladograma enraizado da análise Bayesiana baseada no gene SRP54, mostrando o 
relacionamento filogenético de populações de Scleromystax. As letras iniciais e cores dos táxons 
indicam a espécie hospedeira (M = S. macropterus – em azul; B = S. barbatus – em verde), e as 
letras finais a localidade (P = sub-bacia da baía de Paranaguá; N = sub-bacia do rio 
Nhundiaquara – destacado em fundo cinza). São apresentados valores de probabilidade posterior 
acima de 50%. 
 
Fig. 5. Estrutura secundária de D-loop de Scleromystax barbatus. (A) Consenso da estrutura 
secundária de D-loop de populações de S. barbatus da sub-bacia do rio Nhundiaquara. (B) 
Consenso da estrutura secundária de D-loop de populações de S. barbatus da sub-bacia da baía 
de Paranaguá. Diferentes tonalidades no pareamento d  nucleotídeos representam a intensidade 
de mutações genéticas de D-loop: em preto, regiões conservadas; em cinza, regiões variáveis; em 
branco, regiões hipervariáveis. A seta indica o início (5’) da região D-loop. Os números indicam 
a formação de hélices na estrutura secundária. São apresentados valores de energia mínima livre 
(MFE) para cada uma das estruturas.  
 
Fig. 6. Cladograma enraizado da análise Bayesiana baseada em D-loop, mostrando o 
relacionamento filogenético de populações de Scleromystax. Barras horizontais cinzas 
representam intervalo de 95% de probabilidade da densi ade para cada data de divergência 
obtida pela análise de relógio molecular. As letras iniciais e cores dos táxons indicam a espécie 
hospedeira (M = S. macropterus – em azul; B = S. barbatus – em verde), e as letras finais a 
localidade (P = sub-bacia da baía de Paranaguá; N = sub-bacia do rio Nhundiaquara – destacado 
em fundo cinza). Ao lado direito de cada táxon, são apresentados seus respectivos haplótipos 
(H). O asterisco (*) indica haplótipos de S. barbatus compartilhados entre populações de sub-
bacias distintas. São apresentados valores de probabilidade posterior acima de 50%. 
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Fig. 7. Demografia histórica de populações de Scleromystax macropterus e Scleromystax 
barbatus. (A) Reconstrução Bayesiana da história demográfica de S. macropterus. (B) 
Frequência das diferenças pareadas de S. macropterus. (C) Reconstrução Bayesiana da história 
demográfica de S. barbatus da sub-bacia do rio Nhundiaquara. (D) Frequência das diferenças 
pareadas de S. barbatus da sub-bacia do rio Nhundiaquara. (E) Reconstrução Bayesiana da 
história demográfica de S. barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá. (F) Frequência das 
diferenças pareadas de S. barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá. Nos gráficos de análise 
Bayesiana, a linha escura representa o tamanho efetivo populacional médio (Ne); as linhas cinzas 
representam intervalo de 95% de probabilidade da densi ade. 
 
Fig. 8. Estrutura secundária de espaçador interno transcrito 2 (ITS2) de espécies de 
Gyrodactylus. (A) Consenso da estrutura secundária de ITS2 de Gyrodactylus n.sp.1. (B) 
Consenso da estrutura secundária de ITS2 de Gyrodactylus n.sp. 2. (C) Consenso da estrutura 
secundária de ITS2 de Gyrodactylus n.sp. 3. (D) Consenso da estrutura secundária de ITS2 de 
Gyrodactylus n.sp. 4. Diferentes tonalidades no pareamento de nucleotídeos representam a 
intensidade de mutações genéticas de ITS2: em preto, regiões conservadas; em cinza, regiões 
variáveis. As setas nas figuras A–D representam o início (5’) de ITS2. Os números indicam a 
formação de hélices na estrutura secundária. (E) Estrutura secundária da hélice III de ITS2 de 
Gyrodactylus n.sp. 1. (F) Estrutura secundária da hélice III de TS2 de Gyrodactylus n.sp. 2. (G) 
Estrutura secundária da hélice III de ITS2 de Gyrodactylus n.sp. 3. (H) Estrutura secundária da 
hélice III de ITS2 de Gyrodactylus n.sp. 4. As setas nas figuras E–H representam o iníci  (5’) da 
hélice III. São apresentados valores de energia mínima livre (MFE) para cada uma das estruturas 
secundárias de ITS2.  
 
Fig. 9. Cladograma enraizado da análise Bayesiana baseada no gene ZMP, mostrando o 
relacionamento filogenético de suprapopulações de Gyrodactylus. As cores e siglas dos táxons 
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representam as espécies parasitas: em azul, Gyrodactylus n.sp. 1 (G1); em vermelho, 
Gyrodactylus n.sp. 2 (G2); em verde, Gyrodactylus n.sp. 3 (G3). As letras iniciais de cada táxon 
indicam os hospedeiros (M = S. macropterus; B = S. barbatus), e as letras finais a localidade (P 
= sub-bacia da baía de Paranaguá; N = sub-bacia do rio Nhundiaquara – destacado em fundo 
cinza). São apresentados valores de probabilidade post rior acima de 50%. 
 
Fig. 10. Cladograma enraizado da análise Bayesiana baseada no gene COII, mostrando o 
relacionamento filogenético de suprapopulações de Gyrodactylus. Barras horizontais cinzas 
representam intervalo de 95% de probabilidade da densi ade para cada data de divergência 
obtida pela análise de relógio molecular. As cores e siglas dos táxons representam as espécies 
parasitas: em azul, Gyrodactylus n.sp. 1 (G1); em vermelho, Gyrodactylus n.sp. 2 (G2); em 
verde, Gyrodactylus n.sp. 3 (G3); em preto, Gyrodactylus n.sp. 4 (G4). As letras iniciais de cada 
táxon indicam os hospedeiros (M = S. macropterus; B = S. barbatus), e as letras finais a 
localidade (P = sub-bacia da baía de Paranaguá; N = sub-bacia do rio Nhundiaquara – destacado 
em fundo cinza). Ao lado direito de cada táxon, são apresentados seus respectivos haplótipos 
(H). O asterisco (*) indica espécimes de parasitos coletados em uma espécie hospedeira diferente 
da maioria de seus coespecíficos. São apresentados v lores de probabilidade posterior acima de 
50%.  
 
Fig. 11. Cladograma enraizado da análise Bayesiana baseada nas sequências de aminoácidos de 
COII, mostrando o relacionamento filogenético de espécies de Gyrodactylus. As cores e siglas 
dos táxons representam, respectivamente, espécies para itas e haplótipos (H): em azul, 
Gyrodactylus n.sp. 1 (G1); em vermelho, Gyrodactylus n.sp. 2 (G2); em verde, Gyrodactylus 
n.sp. 3 (G3); em preto, Gyrodactylus n.sp. 4 (G4). Haplótipos coletados na sub-bacia do rio 
Nhundiaquara estão destacados em fundo cinza. São apresentados valores de probabilidade 
posterior acima de 50%. 
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Fig. 12. Demografia histórica de suprapopulações de Gyrodactylus. (A) Reconstrução Bayesiana 
da história demográfica de Gyrodactylus n.sp. 1. (B) Frequência das diferenças pareadas de 
Gyrodactylus n.sp. 1. (C) Reconstrução Bayesiana da história demográfica de Gyrodactylus n.sp. 
2. (D) Frequência das diferenças pareadas de Gyrodactylus n.sp. 2. (E) Reconstrução Bayesiana 
da história demográfica de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio Nhundiaquara. (F) 
Frequência das diferenças pareadas de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia do rio Nhundiaquara. 
(G) Reconstrução Bayesiana da história demográfica de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia da 
baía de Paranaguá. (H) Frequência das diferenças pareadas de Gyrodactylus n.sp. 3 da sub-bacia 
da baía de Paranaguá. (I) Reconstrução Bayesiana da história demográfica de Gyrodactylus n.sp. 
4. (J) Frequência das diferenças pareadas de Gyrodactylus n.sp. 4. Nos gráficos de análise 
Bayesiana, a linha escura representa o tamanho efetivo populacional médio (Ne); as linhas cinzas 
representam intervalo de 95% de probabilidade da densi ade. 
 
Fig. 13. Análise comparativa da história demográfica de espécies de Gyrodactylus e 
Scleromystax durante os últimos 200.000 anos. As cores correspondem a períodos glaciais (em 
azul) e interglaciais (em laranja) entre o final do Pleistoceno e parte do Holoceno. A linha 
contínua representa a reconstrução Bayesiana da história demográfica de Gyrodactylus n.sp. 4, 
enquanto que a linha pontilhada a reconstrução Bayesiana da história demográfica de S.
barbatus. 
 
Fig. 14. Mapeamento da especificidade ao hospedeiro de espéci  de Gyrodactylus. Os 
hospedeiros foram mapeados no cladograma da análise bayesiana de COII como se fossem 
caracteres (em cinza, Scleromystax barbatus; em preto, Scleromystax macropterus). As siglas 
acima do cladograma indicam a espécie parasita: G1 = yrodactylus n.sp. 1; G2 = Gyrodactylus 
n.sp. 2; G3 =  Gyrodactylus n.sp. 3; G4 = Gyrodactylus n.sp. 4. As letras iniciais de cada táxon 
indicam os hospedeiros (M = S. macropterus; B = S. barbatus), e as letras finais a localidade (P 
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= sub-bacia da baía de Paranaguá; N = sub-bacia do rio Nhundiaquara). O asterisco (*) indica 
eventos de troca de hospedeiro. Os valores nos ramos representam a probabilidade posterior.  
 
Fig. 15. Análise da distribuição de espécies de Gyrodactylus entre Scleromystax barbatus e
Scleromystax macropterus. O número de eventos de dispersão (troca de hospedeiro) no 
cladograma da análise Bayesiana (indicado pela seta; n = 4) indica que a distribuição das 
espécies parasitas entre hospedeiros distintos não ocorreu ao acaso (P < 0,001). Colunas em 
cinza claro simulam a distribuição casual das espécies de Gyrodactylus entre hospedeiros 
distintos (i.e. se não houvesse especificidade ao hospedeiro). 
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Sub-bacia rio Nhundiaquara 



































































































MFE = –463.64 Kcal/mol



































































































































































MFE = –366.65 Kcal/mol
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Ocorrência, prevalência e intensidade média de quatro espécies de Gyrodactylus coletadas 
em Scleromystax macropterus e Scleromystax barbatus na bacia litorânea do estado do 
Paraná, Brasil. Os valores, entre parênteses, indicam respectivamente prevalência (em %) e 
intensidade média. 
Sub-bacia baía de Paranaguá Sub-bacia rio Nhundiaquar  
Hospedeiros 
Rio Fortuna Rio Ribeirão Rio do Pinto Rio Marumbi 
S. macropterus 
 
Gyrodactylus sp. n. 1 
(76,4%; 3) 
Gyrodactylus sp. n. 2 
(70,5%; 5) 
Gyrodactylus sp. n. 3 
(17,6%; 1) 
- - - 
S. barbatus 
Gyrodactylus sp. n. 1  
(6,6%; 1) 
Gyrodactylus sp. n. 2  
(6,6%; 2) 
Gyrodactylus sp. n. 3  
(6,6%; 2) 
Gyrodactylus sp. n. 3  
(33,3%; 2) 
Gyrodactylus sp. n. 4  
(5,5%; 1) 
Gyrodactylus sp. n. 3  
(62%; 2) 
Gyrodactylus sp. n. 4  
(6,8%; 2) 
Gyrodactylus sp. n. 3  
(57,1%; 2) 










Valores médios das distâncias morfométricas de Scleromystax macropterus e 
Scleromystax barbatus coletados na bacia litorânea do estado do Paraná, Brasil. As 
medidas são apresentadas em centímetros. Os números indicam, respectivamente, a 





barbatus (**)  
Scleromystax 
macropterus 
0,7 (0,6-0,8) 0,6 (0,6-0,7) 0,4 (0,3-0,4) 
1,3 (1,2-1,5) 1,2 (1,1-1,3) 0,9 (0,9-1,0) 
1,9 (1,7-2,0) 1,7 (1,6-1,9) 1,3 (1,2-1,5) 
1,3 (1,2-1,4) 1,2 (1,1-1,3) 1,0 (0,9-1,1) 
Comprimento do focinho 
Comprimento da cabeça 
Distância pré-dorsal 
Altura do corpo 
Comprimento da base da nadadeira dorsal 







Comprimento da base da nadadeira anal 







Comprimento padrão 4,9 (4,4-5,3) 4,5 (4,1-4,8) 3,3 ( 1-3,6) 
         (*) Espécimes coletados na sub-bacia da baía de Paranaguá. 







Tabela 3  
Autovalores da matriz de covariância da análise de 
componentes principais (PCA) das distâncias 
morfométricas de Scleromystax macropterus e 
Scleromystax barbatus. 
Fator Autovalores 





1 0,64 85,7 0,64 85,7 
2 0,06 8,2 0,70 93,9 
3 0,02 2,1 0,71 96,0 
4 0,01 1,4 0,72 97,3 
5 0,01 1,0 0,73 98,3 
6 0,01 0,9 0,74 99,2 
7 0,00 0,4 0,74 99,6 
8 0,00 0,3 0,74 99,9 












Tabela 4  
Escores da análise de componentes principais (PCA) das 
distâncias morfométricas de Scleromystax macropterus e 
Scleromystax barbatus. 
Variáveis Fator 1 Fator 2 
Distância pré-dorsal (DPD) -0,97 -0,06 
Comprimento do focinho (CF) -0,91 -0,37 
Comprimento da cabeça (CC) -0,95 -0,10 
Altura do corpo (AC) -0,98 0,04 
Comprimento da base da nadadeira dorsal (CBD) -0,94 0,19 
Comprimento padrão (CP) -0,99 -0,10 
Distância entre as nadadeiras dorsal e adiposa (DDAD) -0,95 -0,04 
Comprimento da base da nadadeira anal (CBA) -0,74 0,63 










Tabela 5  
Análise discriminante das distâncias morfométricas de Scleromystax macropterus e 






Tolerância F P 
Comprimento do focinho (CF) 1 0,22 0,18 80,28 < 0,001 
Altura do pedúnculo caudal (APC) 2 0,29 0,07 101,15 < 0,001 
Comprimento padrão (CP) 3 0,25 0,03 86,83 < 0,001 
Comprimento da base da nadadeira dorsal (CBD) 4 0,24 0,11 71,07 < 0,001 
Altura do corpo (AC) 5 0,22 0,03 62,98 < 0,001 








Tabela 6  
Autovalores da matriz de covariância da análise de 
componentes principais (PCA) das distâncias 
morfométricas de populações de Scleromystax 
barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá e da 
sub-bacia do rio Nhundiaquara, Paraná, Brasil. 
Fator Autovalores 





1 0,58 87,5 0,58 87,5 
2 0,04 6,3 0,62 93,9 
3 0,02 2,4 0,63 96,2 
4 0,01 1,2 0,64 97,4 
5 0,01 0,9 0,65 98,3 
6 0,00 0,7 0,65 99,0 
7 0,00 0,6 0,65 99,6 
8 0,00 0,3 0,66 99,9 










Tabela 7  
Escores da análise de componentes principais (PCA) das 
distâncias morfométricas de populações de Scleromystax 
barbatus da sub-bacia da baía de Paranaguá e da sub-bacia do rio 
Nhundiaquara, Paraná, Brasil. 
Variáveis Fator 1 Fator 2 
Distância pré-dorsal (DPD) -0,97 -0,08 
Comprimento do focinho (CF) -0,91 -0,31 
Comprimento da cabeça (CC) -0,94 -0,16 
Altura do corpo (AC) -0,98 -0,06 
Comprimento da base da nadadeira dorsal (CBD) -0,95 0,20 
Comprimento padrão (CP) -0,98 -0,12 
Distância entre as nadadeiras dorsal e adiposa (DDAD) -0,93 -0,14 
Comprimento da base da nadadeira anal (CBA) -0,84 0,52 












Análise multivariada de variância (MANOVA) das distâncias morfométricas 
de Scleromystax barbatus entre populações coletadas em diferentes sub-





Sub-bacias (baía de Paranaguá versus rio Nhundiaquara) 0,28 15,46 < 0,001 












Tabela 9  
Análise discriminante das distâncias morfométricas de populações de Scleromystax 
barbatus. O resultado dessa análise permitiu distinguir populações de S. barbatus da 
sub-bacia da baía de Paranaguá e da sub-bacia do rio Nhundiaquara. (Wilks’ lamba = 






Tolerância F P 
Comprimento da base da nadadeira anal (CBA) 1 0,31 0,20 7,28 < 0,01 
Comprimento padrão (CP) 2 0,30 0,02 27,32 < 0,001 
Altura do pedúnculo caudal (APC) 3 0,45 0,04 36,94 < 0,001 
Altura do corpo (AC) 4 0,31 0,02 29,59 < 0,001 
Comprimento da base da nadadeira dorsal (CBD) 5 0,32 0,07 27,92 < 0,001 
Distância pré-dorsal (DPD) 6 0,28 0,07 23,68 < 0,001 














Tabela 10  
Análise discriminante das distâncias morfométricas de populações de Scleromystax 
barbatus. O resultado dessa análise permitiu distinguir populações de S. barbatus 
entre rios distintos da sub-bacia da baía de Paranaguá e da sub-bacia do rio 






Tolerância F P 
Comprimento da base da nadadeira anal (CBA) 1 0,20 0,19 4,32 < 0,05 
Comprimento padrão (CP) 2 0,22 0,02 11,92 < 0,001 
Altura do pedúnculo caudal (APC) 3 0,30 0,04 14,58 < 0,001 
Comprimento do focinho (CF) 4 0,22 0,11 14,20 < 0,001 
Distância pré-dorsal (DPD) 5 0,20 0,06 12,31 < 0,001 
Comprimento da base da nadadeira dorsal (CBD) 6 0,22 0,08 10,80 < 0,001 










Tabela 11  
Autovalores da matriz de correlação da análise de 
componentes principais (PCA) das distâncias 
morfométricas de suprapopulações de Gyrodactylus 
n.sp. 3 da sub-bacia da baía de Paranaguá e da sub-
bacia do rio Nhundiaquara, Paraná, Brasil. 
Fator Autovalores 





1 3,52 39,2 3,52 39,2 
2 1,55 17,2 5,07 56,4 
3 1,21 13,4 6,28 69,8 
4 0,91 10,1 7,19 79,9 
5 0,71 7,9 7,91 87,8 
6 0,48 5,3 8,38 93,1 
7 0,44 4,9 8,83 98,1 
8 0,11 1,2 8,93 99,2 












Escores da análise de componentes principais (PCA) das 
distâncias morfométricas de suprapopulações de Gyrodactylus 
n.sp. 3 da sub-bacia da baía de Paranaguá e da sub-bacia do rio 
Nhundiaquara, Paraná, Brasil. 
Variáveis Fator 1 Fator 2 
Abertura da ponta da âncora (APA) 0,69 0,13 
Largura da lâmina da âncora (LLA) 0,67 -0,02 
Comprimento da curva interna da âncora (CCIA) -0,70 -0,50 
Ângulo de abertura da ponta da âncora (AAPA) -0,74 -0,55 
Comprimento total da âncora (CTA) 0,52 -0,26 
Comprimento da haste do gancho (CHG) 0,33 -0,21 
Comprimento da cabeça do gancho (CCG) 0,76 -0,54 
Largura distal do gancho (LDG) 0,09 0,66 














Análise multivariada de variância (MANOVA) das distâncias morfométricas 
de suprapopulações de Gyrodactylus n.sp. 3 coletadas em diferentes sub-





Sub-bacias (baía de Paranaguá versus rio Nhundiaquara) 0,68 2,5 < 0,05 












Tabela 14  
Análise discriminante das distâncias morfométricas de suprapopulações de 
Gyrodactylus n.sp. 3. O resultado dessa análise permitiu distinguir suprapopulações 
da sub-bacia da baía de Paranaguá e da sub-bacia do r o Nhundiaquara. (Wilks’ 






Tolerância F P 
Comprimento da curva interna da âncora (CCIA) 1 0,88 0,91 15,20 < 0,001 
Largura distal do gancho (LDG) 2 0,77 0,92 9,06 < 0,001 
Largura da lâmina da âncora (LLA) 3 0,75 0,70 6,41 < 0,001 









Tabela 15  
Análise discriminante das distâncias morfométricas de suprapopulações de 
Gyrodactylus n.sp. 3. O resultado dessa análise permitiu distinguir suprapopulações 
de rios distintos da sub-bacia da baía de Paranaguá e da sub-bacia do rio 






Tolerância F P 
Ângulo de abertura da ponta da âncora (AAPA) 1 0,55 0,22 15,37 < 0,001 
Comprimento da curva interna da âncora (CCIA) 2 0,54 0,22 9,07 < 0,001 
Largura distal do gancho (LDG) 3 0,53 0,94 7,02 < 0,001 











Divergência nucleotídica (em proporção de sítios variá eis) entre quatro 
espécies de Gyrodactylus de Scleromystax barbatus e Scleromystax 
macropterus. Os valores indicam, respectivamente, distância genética 
baseada em citocromo oxidase II (COII), zinco metaloproteinase (ZMP) 
e espaçador transcrito interno 1 (ITS1)–ITS2. 
Espécie (1) (2) (3) 
(1) Gyrodactylus n.sp. 1 -   
(2) Gyrodactylus n.sp. 2 0,15 / 0,17 / 0,29 -  
(3) Gyrodactylus n.sp. 3 0,22 / 0,17 / 0,29 0,20 / 0,02 / 0,03 - 
(4) Gyrodactylus n.sp. 4 0,20 / * / 0,29 0,21 / * / 0,31 0,26 / * / 0,31  













Tamanho de fragmentos de éxons e íntron do gene ZMP de 
três espécies de Gyrodactylus de Scleromystax barbatus e 
Scleromystax macropterus. 
Espécie 1º. Éxon Íntron 2º. Éxon Total 
Gyrodactylus n.sp. 1 63 pb 196 pb 87 pb 346 pb 
Gyrodactylus n.sp. 2 63 pb 172 pb 84 pb 319 pb 




Teste de neutralidade baseado nos códons de citocrom  oxidase II (COII) de haplótipos de quatro espécies de Gyrodactylus. Os valores representam 
índice P da probabilidade de rejeitar a hipótese nula de neutralidade estrita em COII, segundo método de Nei-Gojobori. Valores em negrito são 
considerados significativos (P < 0,05). Veja a legenda para identificação dos haplótipos. 
 H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 H29 H30 H31 H32 H33 H34 H35 H36 H37 
H1 -                                     
H2 0,65 -                                    
H3 0,49 0,96 -                                   
H4 0,39 0,38 0,06 -                                  
H5 0,00 0,00 0,00 0,00 -                                 
H6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15 -                                
H7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,33 -                               
H8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,88 0,46 0,66 -                              
H9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,32 0,21 0,28 0,55 -                             
H10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,24 0,15 0,21 0,22 0,08 -                            
H11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17 0,10 0,15 0,32 0,14 0,31 -                           
H12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,24 0,15 0,21 0,22 0,08 1,00 0,31 -                          
H13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 -                         
H14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,08 -                        
H15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,04 0,29 -                       
H16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,04 0,29 1,00 -                      
H17 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,08 1,00 0,29 0,29 -                     
H18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,04 0,69 0,15 0,15 0,69 -                    
H19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,01 0,21 0,47 0,47 0,21 0,47 -                   
H20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,04 0,69 0,16 0,16 0,69 0,14 0,47 -                  
H21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,03 0,48 0,31 0,31 0,48 0,31 0,29 0,30 -                 
H22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,05 0,31 0,48 0,48 0,31 0,47 0,13 0,48 0,29 -                
H23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,03 0,48 0,31 0,31 0,48 0,31 0,29 0,30 1,00 0,29 -               
H24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 -              
H25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,31 -             
H26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,74 0,32 -            
H27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -          ↓ 
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H28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 -         ↓ 
H29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,92 0,75 -         
H30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,86 0,93 -        
H31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,94 0,86 0,18 -       
H32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,45 0,10 0,93 0,29 -      
H33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,94 0,71 0,30 0,31 0,73 -     
H34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,94 0,71 0,30 0,31 0,73 1,00 -    
H35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,72 0,93 0,16 0,31 0,49 0,31 0,31 -   
H36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,72 0,93 0,16 0,31 0,49 0,31 0,31 1,00 -  
H37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,70 0,33 0,08 0,70 0,49 0,31 0,49 0,49 0,29 0,29 - 
H38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0, 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,91 0,08 0,14 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 
Haplótipos: H1−H4 = Gyrodactylus n.sp.4; H5−H12 = Gyrodactylus n.sp.1; H13−H23 = Gyrodactylus n.sp.2; H24−H38 = Gyrodactylus n.sp.3. 
 
 
